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Desoxyribonukleinsäure	  
CGH	   Comparative	  genomic	  hybridization	  
CML	   Chronische	  myeloische	  Leukämie	  
CRE	   Cyclic	  AMP	  response	  element	  
C-­‐Terminus	   Carboxy-­‐Terminus	  
DDIT3	   DNA-­‐damage	  inducible	  transcript	  3	  
DMSO	   	  Dimethylsulfoxid	  
DNA	   Desoxyribonukleinsäure	  
E.	  coli	   	  Escherichia	  coli	  
EDTA	   Ethylendiamintetraacetat	  
EGFR	   	  Epidermal	  growth	  factor	  receptor	  
eIF	   Eukaryontischer	  Initiationsfaktor	   	  
ER	   Endoplasmatisches	  Retikulum	  
ERAD	   ER	  assoziierte	  Degradation	  
ERK	   	  Extracellular	  signal	  regulated	  kinase	  
ERN	   Endoribonuklease	  
ERSE	   ER	  stress	  response	  element	  
FISH	   Fluorescence	  in	  situ	  hybridization	  
FMTC	   Familiar	  medullar	  thyroid	  cancer	  
Gab1	   GRB	  associated	  binding	  protein	  1	  
GAPDH	   Glyceraldehyd-­‐3-­‐phosphatdehydrogenase	  
GDP	   Guanosindiphosphat	  
Grb	   	  Growth	  factor	  receptor	  bound	  protein	  	  
Grp78	  (BiP)	   Glucose-­‐regulated	  protein	  78	  (kDa)	  
GTP	   Guanosintriphosphat	  
HE	   Hämatoxilin-­‐Eosin	  
HGF	   Hepatocyte	  growth	  factor	  
Hsp	   Hitzeschockprotein	  
IRE1	   Inositol	  requiring	  1	  
kDa	   Kilodalton	  
Keap1	   	  Kelch	  like	  ECH	  associated	  protein	  1	  
Abkürzungsverzeichnis	  
	  
	   VI	  
l	   Liter	  
µ	   Mikro	  (10-­‐6)	  
m	   Milli	  (10-­‐3)	  
M	   mol/l	  
MEK	   Mitogen	  activated	  protein	  kinase	  	  
MEN	   Multiples	  endokrines	  Neoplasie-­‐Syndrom	  
min	   Minuten	  
MLCK	   Myosine	  light	  chain	  kinase	  
MLCP	   Myosine	  light	  chain	  phosphatase	  
mRNA	   Messenger-­‐Ribonukleinsäure	  
mTOR	   	  Mammalian	  target	  of	  rapamycin	  
n	   Nano	  (10-­‐9)	  
NEF	   Nucleotide	  exchange	  factor	  
NF	   Nuclear	  factor	  
N-­‐Myc	   V-­‐myc	  myelocytomatosis	  viral	  related	  oncogene,	  neuroblastoma	  derived	  
Nrf	   Nuclear	  respiratory	  factor	  1	  
NSCLC	   Non	  small	  cell	  lung	  cancer	  
N-­‐Terminus	   Aminoterminus	  
PAGE	   Polyacrylamidgelelektrophorese	  
PBS	   Phosphate	  buffered	  saline	  
PBS-­‐T	   PBS-­‐Tween	  20	  
PERK	   Protein	  kinase	  RNA	  like	  endoplasmic	  reticulum	  kinase	  
PIP2	   Phosphatidylinositol-­‐4-­‐5-­‐bisphosphat	  
PIP3	   Phosphatidylinsoitol-­‐3-­‐4-­‐5-­‐triphosphat	  
PI3K	   Phosphoinositid-­‐3-­‐kinase	  
PLC	   Phospholipase	  C	  
PRKCSH	   Protein	  kinase	  C	  substrate	  80K-­‐H	  
P/S	   Penicillin/Streptomycin	  
PTEN	   Phosphatase	  and	  tensin	  homolog	  
PVDF	   Polyvinylidendifluorid	  
Q-­‐H20	   mit	  der	  Millipore-­‐Anlage	  aufbereitetes	  und	  autoklaviertes	  Wasser	  
Rb	   Retinoblastomprotein	  
RET	   Rearranged	  during	  transfection	  protooncogene	  
RNA	   Ribonukleinsäure	  
RNase	   Ribonuklease	  
RNP	   Ribonukleoprotein	  
RT	   Raumtemperatur	  
RT-­‐PCR	   Real-­‐Time	  Polymerasekettenreaktion	  
s	   Sekunden	  
SACE	   Subtelomeric	  ATF/CREB	  GTA	  variant	  Elements	  
S.	  cerevisiae	   Saccharomyces	  cerevisiae	  
SCLC	   Small	  cell	  lung	  cancer	  
SDS	   Sodium	  dodecylsulfate	  
Sec	   Sekretionsmutante	  
SERCA	   Sarcoplasmatic	  Endoplasmatic	  Reticulum	  Calcium	  transporting	  ATPase	  
SF	   Scatter	  factor	  
siRNA	   Small	  interfering	  Ribonukleinsäure	  
SOS	   	  Son	  of	  sevenless	  
SPC	   Signalpeptidasekomplex	  
Src	   Sarcoma	  kinase	  
TFP	   Trifluoperazine	  
TG	   Thapsigargin	  
TRK	   Tyrosin	  kinase	  
Abkürzungsverzeichnis	  
	  
	   VII	  
tRNA	   Transfer-­‐Ribonukleinsäure	  
TSHR	   Thyroidea	  stimulating	  hormone	  receptor	  
TX-­‐100	   Triton	  X-­‐100	  
UPR	   Unfolded	  protein	  response	  
rpm	   Umdrehungen	  pro	  Minute	  
UPRE	   Unfolded	  protein	  response	  element	  
URS	   Upstream	  repressing	  sequence	  
UV-­‐Licht	   Ultraviolettes	  Licht	  
%	  (v/v)	   Volumenprozent	  
%	  (w/v)	   Gewichts-­‐/Volumenprozent	  
vgl.	   Vergleiche	  
WASP	   Wiskott	  Aldrich	  syndrome	  protein	  
WAVE	   WASP-­‐	  and	  Verproline	  homologue	  
WST-­‐Assay	   Water	  soluble	  tetrazolium	  -­‐	  Assay	  
WT	   Wildtyp	  
XBP	   X-­‐box	  binding	  protein	  
ZIP	   Leucin	  Zipper	  
	  
	  
Ein-­‐	  bzw.	  Dreibuchstabencode	  für	  Aminosäuren:	  
	  
A	  (Ala)	   	  Alanin	   	   	   	  
C	  (Cys)	   	  Cystein	  	   	  
D	  (Asp)	   	  Asparaginsäure	  	   	   	   	   	  
E	  (Glu)	   Glutaminsäure	  
F	  (Phe)	   Phenylalanin	  
G	  (Gly)	   Glycin	  
H	  (His)	   Histidin	  
I	  (Ile)	   Isoleucin	  
K	  (Lys)	   Lysin	  
L	  (Leu)	   Leucin	  
M	  (Met)	   Methionin	  
N	  (Asn)	   Asparagin	  
P	  (Pro)	   Prolin	  
Q	  (Gln)	   Glutamin	  
R	  (Arg)	   Arginin	  
S	  (Ser)	   Serin	  
T	  (Thr)	   Threonin	  
V	  (Val)	   Valin	  
W	  (Trp)	   Tryptophan	  
Y	  (Tyr)	   	  Tyrosin	  
X	   	  nicht	  identifizierte	  Aminosäure	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1.	   Zusammenfassung	  
	  
Mit	  der	   Zielsetzung	  die	  Rolle	  des	  SEC62-­‐Gens	  bei	  der	   Entstehung	  von	  Tumoren	  der	   Lunge	  und	  der	  
Schilddrüse	   zu	   untersuchen	   sowie	   die	   Bedeutung	   von	   Sec62	   als	   potentiellen	   diagnostischen	   und	  
prognostischen	   Marker	   für	   diese	   Tumorentitäten	   zu	   evaluieren	   wurden	   zum	   einen	   quantitative	  
Analysen	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	   140	   Gewebeproben	   von	   70	   Lungenkarzinompatienten	   und	  
zum	  anderen	  funktionelle	  Untersuchungen	   in	  Form	  von	  Zellkulturversuchen	  mit	  humanen	  Zelllinien	  
durchgeführt.	  
Durch	  die	  Analyse	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  der	  Gewebeproben	  im	  Western-­‐Blot-­‐Verfahren	  konnte	  
gezeigt	  werden,	  dass	  der	  Sec62-­‐Gehalt	  im	  Tumorgewebe	  signifikant	  gesteigert	  ist	  verglichen	  mit	  dem	  
jeweils	   gesunden	   Lungengewebe	   derselben	   Patienten	   (p<0,0001).	   Auch	   bei	   Betrachtung	   der	  
untersuchten	   histologischen	   Subtypen,	   Adenokarzinomen	   (p<0,02)	   und	   Plattenepithelkarzinomen	  
(p<0,0002)	  im	  einzelnen	  konnte	  ein	  signifikant	  höherer	  Sec62-­‐Proteingehalt	  	  im	  Tumorgewebe	  nach-­‐
gewiesen	  werden,	  wobei	  der	  Sec62-­‐Gehalt	  in	  Plattenepithelkarzinomen	  stärker	  gesteigert	  war	  als	  in	  
Adenokarzinomen.	   Korrelationsanalysen	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   mit	   klinischen	   und	   patho-­‐
logischen	   Daten	   der	   Patienten	   zeigten	   sowohl	   bei	   der	   Betrachtung	   aller	   Lungenkarzinome	   im	  
Gesamten	  als	  auch	  bei	  einzelner	  Betrachtung	  der	  Plattenepithelkarzinome	  einen	  signifikant	  höheren	  
Sec62-­‐Gehalt	   in	   den	   Gewebeproben	   von	   Tumoren,	   die	   bereits	   Lymphknotenmetastasen	   gebildet	  
hatten	  verglichen	  mit	  nicht	  metastasierten	  Tumoren	  (p<0,05	  für	  alle	  Lungenkarzinome,	  p<0,005	  für	  
Plattenepithelkarzinome).	   Zudem	   konnte	   gezeigt	   werden,	   dass	   Tumoren	   mit	   geringem	  
Differenzierungsgrad	   (G3-­‐Grading)	   und	   damit	  Malignome,	   die	   sich	   durch	   ein	   sehr	   aggressives	   und	  
destruierendes	  Wachstumsverhalten	  auszeichnen,	  einen	  signifikant	  höheren	  Sec62-­‐Gehalt	  verglichen	  
mit	  Tumoren	  mittelgradiger	  Differenzierung	  (G2-­‐Grading)	  zeigen,	  die	  im	  Allgemeinen	  weniger	  schnell	  
und	   aggressiv	   wachsen.	   Dieser	   Zusammenhang	   konnte	   sowohl	   für	   alle	   Lungenkarzinome	   als	  
Gesamtkollektiv	  (p<0,005)	  als	  auch	  für	  die	  Plattenepithelkarzinome	  (p<0,001)	  gezeigt	  werden.	  
Somit	  kommt	  Sec62	  basierend	  auf	  dem	  hochsignifikant	  gesteigerten	  Gehalt	   in	  Lungentumoren	  eine	  
Rolle	  als	  potentieller	  diagnostischer	   sowie	  basierend	  auf	  der	  Korrelation	  mit	  der	  Dedifferenzierung	  
der	   Tumorzellen	   und	   dem	   Lymphknotenbefall	   als	   potentieller	   prognostischer	   Marker	   bei	  
Lungenkarzinompatienten	  zu.	  	  
Basierend	  auf	  diesen	  Ergebnissen	  wurden	  funktionelle	  Untersuchungen	  zur	  Rolle	  von	  Sec62	  bei	  der	  
Karzinogenese	   in	  Form	  verschiedener	  Zellkulturversuche	  mit	  neoplastischen	  Zelllinien	   (BC01,	  A549,	  
H1299,	  BHT101,	  ML1,	  HeLa	  und	  PC3)	  sowie	  der	  nicht	  neoplastischen	  Zelllinie	  HEK293	  durchgeführt.	  
In	  Migrations-­‐	   und	   Proliferationsassays	   konnte	   gezeigt	  werden,	   dass	   eine	   RNAi	   basierte	   Reduktion	  
des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  in	  Lungen-­‐	  und	  Schilddrüsenkarzinomzellen	  zu	  einer	  deutlichen	  Inhibition	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der	   Migrationsfähigkeit	   bei	   nicht	   beeinflusster	   Zellproliferation	   führt,	   wobei	   eine	   durch	  
Plasmidtransfektion	   induzierte	   SEC62-­‐Überexpression	   in	   HEK293-­‐Zellen	   deren	   Migrationsfähigkeit	  
deutlich	  stimulieren	  konnte.	  Eine	  Behandlung	  der	  Lungen-­‐	  und	  Schilddrüsenkarzinomzellen	  mit	  den	  
Calmodulin-­‐Antagonisten	  Ophiobolin	  A	  und	   TFP	  bewirkte	   ebenfalls	   eine	  Reduktion	  der	  Migrations-­‐
fähigkeit	   und	   führte	   damit	   zum	   gleichen	   Phänotyp	   wie	   die	   RNAi	   basierte	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐
Proteingehaltes.	  Zudem	  zeigten	  die	  genannten	  Zelllinien	  bei	  siRNA-­‐induzierter	  Sec62-­‐Depletion	  eine	  
höhere	   Sensitivität	   gegenüber	   Thapsigargin-­‐induziertem	   ER-­‐Stress.	   In	   Apoptose-­‐Nekrose-­‐Assays	  
konnte	   nachgewiesen	   werden,	   dass	   die	   durch	   siRNA	   Sec62-­‐depletierten	   Zellen	   bei	   Thapsigargin-­‐
Behandlung	   in	  größerer	  Zahl	  verglichen	  mit	  Kontrollzellen	  mit	  normalem	  Sec62-­‐Gehalt	   in	  Apoptose	  
gehen.	   Um	   den	   so	   nachgewiesenen	   protektiven	   Effekt	   eines	   hohen	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   bei	   ER-­‐
Stress	  und	  damit	  verbunden	  einem	  Proliferationsvorteil	  der	  Tumorzellen	  als	  wesentliche	  Grundlage	  
der	  karzinogenen	  Transformation	  näher	  zu	  untersuchen,	  wurden	  kinetische	  Zellkulturversuche	  sowie	  
weitere	   Analysen	   der	   Gewebeproben	   durchgeführt.	   Dabei	   konnte	   gezeigt	   werden,	   dass	   ein	   hoher	  
Sec62-­‐Proteingehalt	   mit	   der	   Fähigkeit	   der	   Tumorzellen	   zu	   einer	   ausgeprägten	   Induktion	   einer	  
„unfolded	  protein	  response“	  (UPR)	  als	  kompensatorische	  Reaktion	  auf	  ER-­‐Stress	  einhergeht	  (r2=0,85)	  
und	  dass	  eine	  RNAi	  basierte	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  das	  Ausmaß	  der	  protektiven	  UPR-­‐
Induktion	   bei	   Thapsigargin-­‐induziertem	   ER-­‐Stress	   deutlich	   reduziert	   (p<0,001	   für	   PC3-­‐	   und	   HeLa-­‐
Zellen).	  	  
Zusammenfassend	  wurde	  durch	  die	  Zellkulturversuche	  gezeigt,	  dass	  Sec62	  übereinstimmend	  mit	  der	  
Beobachtung	   eines	   gesteigerten	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	   metastasierten	   verglichen	   mit	   nicht	  
metastasierten	   Tumoren	   einen	   essentiellen	   Faktor	   für	   die	   Migrationsfähigkeit	   von	   Lungen-­‐	   und	  
Schilddrüsenkarzinomzellen	   darstellt	   und	   dass	   der	   Sec62-­‐Gehalt	   wesentlich	   das	   Ausmaß	   der	   UPR-­‐
Induktion	  als	  physiologische	  Reaktion	  der	  Zelle	  auf	  ER-­‐Stress	  limitiert.	  Damit	  profitieren	  Tumorzellen	  
von	   einem	   gesteigerten	   Sec62-­‐Proteingehalt	   zum	   einen	   durch	   eine	   bessere	  Migrations-­‐	   und	   damit	  
auch	   Metastasierungfähigkeit	   und	   zum	   anderen	   durch	   die	   Fähigkeit	   zu	   einer	   effektiven	   UPR-­‐
Induktion,	   um	   den	   durch	   die	   hohe	   Proliferationsrate	   und	   Gewebehypoxie	   induzierten	   ER-­‐Stress	  
kompensieren	  zu	  können.	  
Im	   Gesamtkontext	   der	   molekularen	   Onkologie	   betrachtet	   konnte	   so	   ein	   weiteres	   Puzzleteil	   des	  
komplexen	  molekularen	  Netzwerkes	  der	  Tumorzellbiologie	  identifiziert,	  in	  seiner	  funktionellen	  Rolle	  
im	  Rahmen	  der	  Karzinogenese	  charakterisiert	  und	  in	  seiner	  Bedeutung	  als	  potentieller	  diagnostischer	  
und	  prognostischer	  Marker	  für	  Lungenkarzinome	  evaluiert	  werden.	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The	  impact	  of	  Sec62	  on	  the	  carcinogenesis	  of	  lung	  and	  thyroid	  cancer	  
	  
Summary	  
	  
With	   the	   objective	   of	   ivestigating	   the	   impact	   of	   Sec62	   on	   the	   carcinogenesis	   of	   lung	   and	   thyroid	  
cancer	  and	  evaluating	  the	  relevance	  of	  Sec62	  as	  a	  potential	  diagnostic	  and	  prognostic	  marker	  for	  the	  
mentioned	  tumor	  entities,	  a	  quantitative	  analysis	  of	  the	  Sec62-­‐content	  in	  140	  tissue	  samples	  from	  70	  
lung	  cancer	  patients	  as	  well	  as	  functional	  studies	  on	  human	  cancer	  cell	  lines	  were	  carried	  out.	  
The	  quantitative	  analysis	  of	  the	  Sec62-­‐concentration	   in	   lung	  cancer	  tissue	  samples	  by	  Western-­‐Blot	  
showed	  a	  significantly	   increased	  Sec62-­‐content	   in	  tumor	  tissue	  compared	  to	  tumor	  free	   lung	  tissue	  
from	   the	   same	   patients	   (p<0,0001	   for	   all	   tumors	   as	   a	   whole).	   Moreover,	   considering	   the	   two	  
different	   histological	   subtypes	   that	   have	   been	   investigated,	   a	   significantly	   higher	   Sec62-­‐content	   in	  
the	  tumor	  tissue	  compared	  to	  healthy	   lung	  tissue	  samples	  could	  be	  shown	  for	  both,	  squamous	  cell	  
carcinomas	   and	   adenocarcinomas	   (p<0,02	   in	   adenocarcinomas,	   p<0,0002	   in	   squamous	   cell	  
carcinomas).	   Thereby	   the	   Sec62-­‐concentration	  was	   raised	  even	  more	   in	   squamous	   cell	   carcinomas	  
compared	   to	   adenocarcinomas.	   Correlation	   analyses	  between	   the	   Sec62-­‐concentration	   and	   clinical	  
as	  well	  as	  pathological	  datasets	  of	  the	  included	  patients	  showed	  both	  with	  regard	  to	  the	  lung	  tumors	  
as	  a	  whole	  and	  to	  the	  squamous	  cell	  carcinomas	  separately	  a	  significantly	  increased	  Sec62-­‐content	  in	  
tissue	   samples	   from	   tumors	   showing	   lymph	   node	   metastases	   compared	   to	   tumors	   having	   not	  
metastasized	  (p<0,05	  in	  tumors	  of	  all	  subtypes,	  p<0,005	  in	  squamous	  cell	  carcinomas).	  Furthermore	  
it	  was	  shown	  that	   low	  differentiated	  tumors	  (G3-­‐grading)	  generally	  marked	  by	  a	  very	  aggressiv	  and	  
destructive	  growth	  pattern	  compared	  to	  middle	  differentiated	  tumors	  (G2-­‐grading)	  are	  characterized	  
by	  a	  significantly	  higher	  Sec62-­‐protein	  level.	  This	  was	  true	  of	  lung	  tumors	  in	  general	  (p<0,005)	  as	  well	  
as	  squamous	  cell	  carcinomas	  separately	  (p<0,001).	  
Hence,	   based	   on	   the	   highly	   significant	   increase	   of	   Sec62-­‐content	   in	   lung	   tumors	   as	   well	   as	   the	  
correlation	  of	   the	  Sec62-­‐level	  with	   the	  dedifferentiation	  of	   tumor	  cells	  and	   the	  existance	  of	   lymph	  
node	  metastases,	   this	  protein	  represents	  a	  new	  potential	  diagnostic	  and	  prognostic	  marker	   in	   lung	  
cancer	  patients.	  	  
Additionally	  functional	  approaches	  in	  order	  to	  investigate	  the	  function	  of	  Sec62	  in	  the	  carcinogenesis	  
of	  lung	  and	  thyroid	  cancer	  have	  been	  carried	  out	  using	  the	  neoplastic	  cell	   lines	  BC01,	  H1299,	  A549,	  
BHT101,	  ML1,	   HeLa	   and	   PC3	   as	   well	   as	   the	   non-­‐neoplastic	   cell	   line	   HEK293	   as	  model	   systems.	   In	  
cellmigration-­‐	  und	  proliferation	  assays	  the	  RNAi	  based	  downregulation	  of	  the	  Sec62-­‐content	  lead	  to	  
a	  distinct	   inhibition	  of	  migration	   in	   lung	  and	  thyroid	  cancer	  cell	   lines	  whereas	  proliferation	  was	  not	  
affected.	  In	  HEK293	  cells	  the	  increase	  of	  Sec62-­‐content	  by	  plasmid	  transfection	  clearly	  stimulated	  the	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cells	   capability	   to	  migrate.	   Treating	   lung	   and	   thyroid	   cancer	   cells	   with	   the	   calmodulin-­‐antagonists	  
ophiobolin	   A	   and	   TFP	   showed	   the	   same	   effects	   on	  migration	   and	   proliferation	   as	   the	   RNAi	   based	  
Sec62-­‐depletion.	   In	   addition,	   the	   downregulation	   of	   Sec62	   by	   siRNA-­‐treatment	   caused	   a	   higher	  
sensitivity	  of	  the	  cells	  to	  ER-­‐stress	  induced	  by	  the	  SERCA-­‐inhibitor	  Thapsigargin.	  Applying	  apoptosis-­‐
/necrosis-­‐assays	   it	   could	   be	   demonstrated	   that	   in	   Sec62-­‐depleted	   cells	   Thapsigargin	   induced	  
apoptosis	  to	  a	  much	  larger	  extent	  compared	  to	  control	  cells	  with	  normal	  Sec62-­‐content.	  To	  further	  
investigate	   this	   protective	   effect	   of	   a	   high	   cellular	   Sec62-­‐concentration	   and	   thus	   a	   proliferative	  
advantage	   beeing	   characteristic	   of	   neoplastic	   cells,	   kinetic	   cell	   culture	   experiments	   and	  
accompanying	  analyses	  of	  the	  tumor	  samples	  were	  accomplished.	  Thereby	  it	  was	  shown	  that	  a	  high	  
content	   of	   Sec62	   in	   tumor	   cells	   correlates	   with	   the	   ability	   to	   a	   distinct	   UPR-­‐induction	   as	   a	  
compensative	   reaction	   facing	   ER-­‐Stress	   (r2=0,85)	   and	   that	   a	   RNAi	   based	   down-­‐regulation	   of	   Sec62	  
limits	   the	   extent	   of	   protective	   UPR-­‐induction	   during	   Thapsigargin-­‐induced	   ER-­‐stress	   (p<0,001	   for	  
HeLa-­‐	  and	  PC3-­‐cells).	  
In	  summary,	  the	  cell	  culture	  experiments	  demonstrated	  that	  Sec62	  constitutes	  an	  essential	  element	  
for	   the	   cells	   competence	   to	   migrate	   going	   along	   with	   the	   before	   mentioned	   observation	   of	   an	  
increased	  Sec62-­‐content	   in	  metastasized	   tumors	   compared	   to	  non-­‐metastatic	   tumors	  and	   that	   the	  
Sec62-­‐content	  crucially	  limits	  the	  degree	  of	  UPR-­‐induction	  as	  the	  physiologic	  response	  of	  cells	  to	  ER-­‐
stress.	  For	  this	  reason	  tumor	  cells	  benefit	  from	  an	  increased	  Sec62-­‐content	  in	  terms	  of	  a	  pronounced	  
capability	  to	  migrate	  und	  thus	  to	  metastasize	  as	  well	  as	  a	  highly	  efficient	  UPR-­‐induction	  to	  cope	  with	  
ER-­‐stress,	  showing	  persistantly	  at	  a	  high	  level	  in	  tumor	  tissue	  on	  account	  of	  an	  elevated	  proliferation	  
rate	  and	  hypoxic	  metabolic	  conditions.	  
All	   things	  considered	  and	  with	   regard	   to	   the	  entire	   field	  of	  molecular	  oncology	  one	  more	  player	   in	  
the	   complex	  molecular	   network	  of	   tumor	   cell	   biology	   could	   thus	  be	   identified,	   characterized	   in	   its	  
functinal	   role	   within	   carcinogenesis	   and	   cancer	   cell	   biology	   and	   evaluated	   in	   its	   relevance	   as	   a	  
potential	  diagnostic	  and	  prognostic	  marker	  for	  lung	  cancer.	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2.	   Einleitung	  
	  
2.1 Bedeutung	  der	  molekularen	  Onkologie	  in	  der	  Medizin	  
	  
Maligne	   Neoplasien	   stellen	   nach	   den	   Herz-­‐Kreislauferkrankungen	   die	   derzeit	   zweithäufigste	  
Todesursache	   in	   den	   westlichen	   Industrieländern	   dar.	   Im	   Jahr	   2009	   starben	   in	   der	   Bundesrepublik	  
Deutschland	   216.128	   Menschen	   an	   Krebs,	   jeder	   vierte	   Todesfall	   ist	   heute	   auf	   diese	   Erkrankung	  
zurückzuführen	   (Statistisches	   Bundesamt,	   2011).	   Verglichen	   mit	   anderen	   bei	   uns	   häufigen	  
Todesursachen	   zeigten	   die	   Krebserkrankungen	   im	   Verlauf	   der	   letzten	   50	   Jahre	   einen	   deutlich	  
geringeren	   Rückgang	   der	   Sterblichkeitsrate	   und	  werden,	   sollte	   sich	   diese	   Entwicklung	   fortsetzen,	   in	  
etwa	   20	   Jahren	   die	   häufigste	   Todesursache	   in	   Deutschland	   darstellen	   (Robert-­‐Koch-­‐Institut,	   2011).	  
Dabei	   ist	   zu	   berücksichtigen,	   dass	   Inzidenz	   und	   Mortalität	   für	   einzelne	   Tumorerkrankungen	   eine	  
deutlich	  unterschiedliche	  Entwicklung	  aufweisen	  (s.	  Abb.1).	  	  
	  
Abb.1:	   Inzidenz	  und	  Mortalität	  von	  Lungenkarzinomen,	  Mammakarzinomen	  und	  Leukämien	   im	  Saarland	  von	  	  	  
1970	   bis	   2008	   (Daten	   des	   Saarländischen	   Krebsregisters).	   In	   den	   letzten	   38	   Jahren	   zeigten	   Inzidenz	   und	  
Mortalität	  der	  dargestellten	  neoplastischen	  Erkrankungen	  deutlich	  unterschiedliche	  Entwicklungen.	  Während	  bei	  
Lungenkarzinomen	   die	   Inzidenz	   (blaue,	   kontinuierliche	   Linie)	   bzw.	  Mortalität	   (blaue,	   unterbrochene	   Linie)	   als	  
Zeichen	  keiner	  wesentlichen	  Prognoseverbesserung	  in	  gleichem	  Maße	  angestiegen	  sind,	  	  konnte	  beim	  Mamma-­‐
karzinom	  die	  Mortalität	  (violette,	  unterbrochene	  Linie)	  bei	  ebenfalls	  steigender	  Inzidenz	  (violette,	  kontinuierliche	  
Linie)	  konstant	  gehalten,	  also	  eine	  deutliche	  Verbesserung	  der	  Therapiemöglichkeiten	  erreicht	  werden.	  Auch	  bei	  
den	  Leukämien	  zeigt	  sich	  bei	   leicht	  steigender	   Inzidenz	  (grüne,	  kontinuierliche	  Linie)	  ein	  geringerer	  Anstieg	  der	  
Mortalität	  (grüne,	  unterbrochene	  Linie).	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So	   konnte	   durch	   zahlreiche	   neue	   Diagnose-­‐	   und	   Therapieverfahren	   die	   Prognose	   der	   Patienten	  mit	  
Brustkrebs	   oder	   chronischer	   myeloischer	   Leukämie	   deutlich	   verbessert	   werden,	   wohingegen	   die	  
Überlebensraten	   für	  Patienten	  mit	   Lungen-­‐	  oder	  Pankreaskarzinomen	  noch	   immer	   sehr	  niedrig	   sind.	  
Gerade	   bei	   diesen	   Tumorerkrankungen	   besteht	   daher	   ein	   hoher	   Bedarf	   an	   neuen,	   wirksamen	  
Therapieverfahren,	   um	   den	   Patienten	   bessere	   Behandlungsmöglichkeiten	   anbieten	   und	   ihre	  
Überlebenschance	  steigern	  zu	  können.	  Dabei	  haben	  die	  Entwicklungen	  der	  vergangenen	  Jahre	  gezeigt,	  
wie	   die	   molekulare	   Onkologie	   dazu	   beitragen	   kann	   auf	   der	   Basis	   biochemischer	   und	  
molekularbiologischer	   Grundlagenforschung	   innovative	   und	   hochwirksame	   Therapieverfahren	   zu	  
entwickeln	  und	  zur	  klinischen	  Anwendung	  zu	  bringen.	  
Als	   bedeutendes	   Beispiel	   für	   diese	   Entwicklung	   seien	   zunächst	   neue	   Diagnostik-­‐	   und	  
Therapieverfahren	   beim	   Brustkrebs	   aufgeführt.	   Hier	   konnten	   durch	   den	   Einsatz	   von	   Transtuzumab	  
(Herceptin),	   einen	   gegen	   den	   Wachstumsfaktorrezeptor	   Her2/neu	   gerichteten	   Antikörper,	   in	   der	  
adjuvanten	   Therapie	   invasiv	   wachsender	   Tumoren	   beachtliche	   Erfolge	   erzielt	   werden	   (Viani	   et	   al.,	  
2007).	  Durch	  die	  Kombination	  mit	  einem	  Zytostatikum	  wurde	  die	  krankheitsfreie	  Überlebensrate	  um	  
bis	   zu	   51%	   gesteigert	   und	   die	   Mortalität	   um	   bis	   zu	   41%	   gesenkt	   (Hudis,	   2007).	   Die	   Analyse	   des	  
Her2/neu-­‐Gehaltes	   sowie	   der	   Progesteron-­‐	   und	   Östrogenrezeptorkonzentration	   in	   den	   Tumorzellen	  
durch	   immunhistochemische	   Techniken	  mit	   dem	   Ziel	   einer	   personalisierten	   Therapie	   zum	   gezielten	  
Einsatz	  adjuvanter	  Therapieverfahren	  ist	  bei	  dieser	  Krebsart	  bereits	  klinisch	  etabliert	  und	  wird	  bei	  allen	  
Brustkrebspatientinnen	  durchgeführt.	  	  
Ebenso	   werden	   die	   Erfolge	   der	   molekularen	   Onkologie	   durch	   neue	   Diagnostik-­‐	   und	  
Behandlungsverfahren	  der	  chronischen	  myeloischen	  Leukämie	   (CML)	  belegt.	  Durch	  die	   Identifikation	  
einer	   bei	   nahezu	   allen	   Patienten	   nachweisbaren	   chromosomalen	  Aberration,	   der	   Translokation	   9,22	  
[t(9,22)],	   die	   zur	   Entstehung	   des	   sogenannten	   Philadelphia-­‐Chromosoms	   führt,	   konnten	   neue	  
Grundlagen	  für	  die	  Entwicklung	  äußerst	  wirksamer	  Medikamente	  geschaffen	  werden.	  Als	  Folge	  dieser	  
Translokation	  entsteht	  das	  BCR-­‐ABL1-­‐Fusionsgen,	  das	  für	  eine	  Tyrosinkinase	  mit	  deutlich	  gesteigerter	  
intrinsischer	   Aktivität	   kodiert	   und	   so	  wesentlich	   für	   die	   Entstehung	   und	   hohe	   Proliferationsrate	   der	  
Leukämiezellen	  verantwortlich	   ist.	  Mit	  Wirkstoffen,	  die	  diese	  Kinase	  hemmen,	  wurden	  bei	  Patienten	  
herausragende	   Erfolge	   erzielt	   (Schiffer,	   2007).	   Ebenso	   konnten	   durch	   Mutationsanalysen	   bei	  
Therapieversagern	  auf	  der	  Basis	  molekularbiologischer	  Methoden	  alternative	  Hemmstoffe	  entwickelt	  
werden	   (Santos	   und	   Quintás-­‐Cardama,	   2011).	   Nicht	   zuletzt	   hat	   die	   Entdeckung	   des	   Philadelphia-­‐
Chromosoms	   auch	   die	   Entwicklung	   hochsensitiver	   und	   spezifischer	   Tests	   zur	   frühen	   Diagnostik	   der	  
CML	  ermöglicht	  (Yazici	  et	  al.,	  1997).	  	  
Wie	  bei	  diesen	  Erkrankungen	  beschrieben	  konnte	  auch	   in	  der	  Therapie	  anderer	  Tumorentitäten	  eine	  
Vielzahl	   von	   Medikamenten	   mit	   neuen	   Angriffspunkten	   an	   den	   Tumorzellen	   selbst	   aber	   auch	   der	  
Tumorumgebung	   entwickelt	   werden.	   Als	   Beispiele	   seien	   Hemmstoffe	   der	   Angiogenese	   (VEGF-­‐
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Antikörper,	  Bevacizumab)	  und	  der	  Zellproliferation	   (EGFR-­‐Antikörper,	  Cetuximab)	  genannt	   (Willett	  et	  
al.,	  2004;	  Van	  Cutsem	  et	  l.,	  2009).	  	  
Auch	   konnte	   insbesondere	   bei	   kindlichen	   Leukämien	   durch	   die	   molekularbiologische	   sowie	  
zytogenetische	   Untersuchung	   von	   Tumorzellen	   ein	   erheblicher	   Erkenntniszugewinn	   hinsichtlich	  
individueller	   prognostischer	   Aussagen	   erreicht	   werden.	   So	   haben	   beispielsweise	   ALL-­‐Patienten	   mit	  
einer	  in	  den	  Tumorzellen	  nachgewiesenen	  t(9;22)	  oder	  t(4;11)	  eine	  deutlich	  schlechtere	  Prognose	  als	  
solche	   ohne	   Nachweis	   dieser	   Translokationen,	   was	   auch	   das	   Anwenden	   unterschiedlich	   aggressiver	  	  
Therapieregimes	  für	  diese	  Patientengruppen	  zur	  Folge	  hat	  (Pullarkat	  und	  Slovak,	  2008).	  
Diese	   Fortschritte	   bei	   der	   Entwicklung	   neuer	   Diagnose-­‐	   und	   Therapieverfahren	   auf	   der	   Basis	  
molekularbiologischer	   und	   biochemischer	   Forschung	  machen	   deutlich,	  welch	   großer	   Stellenwert	   der	  
molekularen	  Onkologie	   bereits	   heute	   in	   der	   klinischen	  Medizin	   zukommt	   und	  welches	   Potential	   zur	  
Identifikation	   weiterer	   möglicher	   Angriffspunkte	   in	   der	   Krebstherapie	   dieser	   Zweig	   der	  
molekularbiologischen	  Forschung	  bietet.	  
	  
	  
2.2 Epidemiologie,	  Ätiologie	  und	  Pathogenese	  des	  Lungenkarzinoms	  
	  
Das	   Lungenkarzinom	   stellt	   heute	   in	   Deutschland	   die	   häufigste	   Krebsart	   des	   Mannes	   und	   die	  
zweihäufigste	   Krebsart	   der	   Frau	   dar	   (Statistisches	   Bundesamt,	   2011).	   5,4%	   aller	   Todesfälle	   sind	   auf	  
diese	  Krebsart	  zurückzuführen	  und	  im	  Gegensatz	  zu	  vielen	  anderen	  malignen	  Neoplasien	  konnte	  auch	  
durch	  neue	  Therapieansätze	  wie	  den	  EGFR-­‐Antikörper	  Cetuximab	  keine	  wesentliche	  Steigerung	  der	  5-­‐
Jahres-­‐Überlebensrate	  erreicht	  werden	  (Bray	  und	  Weiderpass,	  2008).	  Während	  andere	  Krebsarten	  wie	  
beispielsweise	  das	  Mamma-­‐	  oder	  Kolonkarzinom	  basierend	  auf	  modernen	  Diagnoseverfahren	   immer	  
früher	   diagnostiziert	   und	   therapiert	   werden	   können	   und	   so	   seltener	   zum	   Tode	   führen,	   nimmt	   die	  
Anzahl	  an	  lungenkarzinombedingten	  Todesfällen	  seit	  Jahren	  stetig	  zu,	  insbesondere	  weil	  die	  Diagnose	  
dieser	   Erkrankung	  meist	   erst	   in	   einem	   sehr	   fortgeschrittenen,	   kurativ	   nicht	  mehr	   zu	   therapierenden	  
Stadium	   erfolgt	   (Conrad	   et	   al.,	   2007).	   Der	   Fokus	   der	   onkologischen	   Forschung	   auf	   dem	   Gebiet	   der	  
Lungenkarzinome	   liegt	   daher	   in	   der	   Entwicklung	   und	   Etablierung	   von	   auf	   molekularbiologischen	  
Methoden	   basierenden	   Tests	   zur	   Früherkennung	   dieser	   neoplastischen	   Erkrankung	   sowie	   auf	   der	  
Entwicklung	   neuer	   Ansätze	   für	   eine	   systemische	   Therapie	   in	   fortgeschrittenen	   Krankheitsstadien	  
(Minna	  et	  al.,	  2002).	  	  
Insbesondere	  hinsichtlich	  der	  Prognose	  der	  Patienten	  muss	  bei	  den	  Lungenkarzinomen	  dabei	  zwischen	  
den	  kleinzelligen	  Lungenkarzinomen	  (SCLCs)	  mit	  der	  schlechtesten	  Prognose	  aller	  Lungentumoren	  und	  
den	  nichtkleinzelligen	  Lungenkarzinomen	  (NSCLCs)	  mit	  einer	  besseren,	  wenngleich	  im	  Gesamtkollektiv	  
der	   Tumorerkrankungen	   betrachtet	   immer	   noch	   sehr	   ungünstigen	   Prognose	   unterschieden	  werden,	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wobei	   zur	   letzteren	   Gruppe	   das	   großzellige	   Lungenkarzinom,	   das	   Plattenepithelkarzinom	   sowie	   das	  
Adenokarzinom	  gezählt	  werden.	  Auch	  hinsichtlich	  der	  therapeutischen	  Ansätze	  	  unterscheiden	  sich	  die	  
zuvor	   genannten	   Gruppen	   von	   Lungentumoren	   deutlich.	   Während	   die	   NSCLCs	   nach	   optionaler	  
neoadjuvanter	  Radiochemotherapie	  oder	  Bestrahlung	   in	  vielen	  Fällen	   in	  kurativer	  Absicht	  chirurgisch	  
behandelt	   werden,	   sind	   die	   SCLCs	   auf	   Grund	   ihres	   diffus	   infiltrierenden	   und	   früh	  metastasierenden	  
Wachstumsverhaltens	   zum	  Diagnosezeitpunkt	   bis	   auf	  wenige	  Ausnahmen	   einer	   operativen	   Therapie	  
mit	   kurativer	   Zielsetzung	   nicht	   mehr	   zugänglich,	   so	   dass	   eine	   palliativ	   ausgerichtete	   radio-­‐	   und	  
chemotherapeutische	  Behandlung	  bei	  diesem	  Subtyp	  im	  Vordergrund	  steht.	  	  	  
Gerade	   in	   den	   letzten	   50	   Jahren	   konnten	   dabei	   durch	   die	   molekularbiologische	   und	   biochemische	  
Forschung	   wesentliche	   Erkenntnisse	   über	   die	   molekulare	   Pathogenese	   des	   Lungenkarzinoms	  
gewonnen	  werden	  (Weir	  et	  al.,	  2004).	  Abbildung	  2	  zeigt	  eine	  Übersicht	  über	  wesentliche	  Aspekte	  der	  
molekularen	  Karzinogenese	  des	  Lungenkarzinoms	  nach	  heutigem	  Kenntnisstand.	  
	  
	  
Abb.2:	   Übersicht	   über	   die	   molekulare	   Karzinogenese	   des	   Lungenkarzinoms.	   In	   der	   Abbildung	   sind	  
Funktionsgewinnmutationen	   mit	   grünen	   Sternen	   sowie	   Funktionsverlustmutationen	   mit	   roten	   Sternen	  
gekennzeichnet.	   In	   der	   linken	   Bildhälfte	   blau	   unterlegt	   sind	   beim	   Karzinogeneseprozess	   der	   Lungentumoren	  
bedeutsame	   exogene	   Noxen,	   wobei	   Inhaltsstoffe	   von	   Tabakrauch	   mit	   einem	   *	   gekennzeichnet	   sind.	   In	   der	  
rechten	   Bildhälfte	   blau	   unterlegt	   sind	   in	   Lungenkarzinomen	   nachgewiesene	   Amplifikationen	   sowie	   Deletionen	  
von	  genetischem	  Material	  (nähere	  Erläuterungen	  siehe	  Text).	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Als	   eine	   insbesondere	   bei	   den	   nicht	   kleinzelligen	   Lungenkarzinomen	   (NSCLCs)	   häufige	   genetische	  
Alteration	  wurde	  eine	  Funktionsgewinnmutation	  des	  epidermalen	  Wachstumsfaktorrezeptors	   (EGFR)	  
identifiziert	   (Taguchi	   et	   al.,	   1997)	   und	   gab	   so	   Anlass	   zur	   Entwicklung	   neuer	   therapeutischer	  
Substanzen,	  die	  heute	  zur	  chemotherapeutischen	  Behandlung	  einiger	  Patienten	  genutzt	  werden	  (Bell	  
et	   al.,	   2005).	   Es	   zeigte	   sich,	   dass	   insbesondere	   junge	   Nichtraucherinnen	   mit	   einem	   bronchiolo-­‐
alveolären	  Karzinom	  als	  Subtyp	  des	  Adenokarzinoms	  von	  einer	   solchen	  Therapie	  profitieren	   (Paez	  et	  
al.,	  2004).	  Auch	  wurden	  Mutationen	   in	  Genen	  entdeckt,	  die	   im	  dem	  EGF-­‐Rezeptor	  nachgeschalteten	  
Signaltransduktionsweg	   von	   Bedeutung	   sind.	   So	   konnten	   Funktionsgewinnmutationen	   im	   Ras-­‐Gen	  
(Brennan	   et	   al.,	   1991;	   Takahashi	   et	   al.,	   1989)	   und	   dem	   PI3K-­‐Gen	   (Massion	   et	   al.,	   2002)	   sowie	  
Funktionsverlustmutationen	   des	   PTEN-­‐Gens	   (Comtesse	   et	   al.,	   2007)	   identifiziert	   werden.	   Ebenso	  
fanden	   sich	   Mutationen	   in	   für	   die	   Regulation	   der	   Apoptose	   bedeutsamen	   Genen.	   So	   konnte	   eine	  
mutationsbedingt	   gesteigerte	   Aktivität	   	   des	   antiapoptotischen	   Faktors	   Bcl2	   nachgewiesen	   werden	  
(Kaminski	   et	   al.,	   2004).	   Zudem	   ließ	   sich	   eine	   Reihe	   von	   Veränderungen	   in	   Transkripriptionsfaktor-­‐
kodierenden	  Genen	  wie	  z.B.	  Funktionsgewinnmutationen	  im	  N-­‐MYC-­‐Gen	  (Brennan	  et	  al.,	  1991;	  Ried	  et	  
al.,	   1994)	   und	   dem	  CyclinD-­‐Gen	   (Dehan	   et	   al.,	   2007)	   sowie	   Funktionsverlustmutationen	   im	  p53-­‐Gen	  
(Devereux	  et	  al.,	  1996;	  Sameshima	  et	  al.,	  1992)	  und	  dem	  CDKN2B-­‐Gen	  (Testa	  et	  al.,	  1997)	  nachweisen.	  
Neben	   Mutationen	   in	   einzelnen	   Genen	   konnten	   auch	   zahlreiche	   Veränderungen	   auf	   genomischer	  
Ebene	   im	   Sinne	   des	   Verlustes	   sowie	   der	   Amplifikation	   von	   Chromosomenabschnitten	   in	  
Lungenkarzinomen	  nachgewiesen	  werden	  (Chujo	  et	  al.,	  2002;	  Dehan	  et	  al.,	  2007;	  Massion	  et	  al.,	  2003;	  
Minna	   et	   al.,	   2002).	   Zu	   den	   häufigsten	   beobachteten	   Alterationen	   gehören	   der	   Verlust	   von	  
Genmaterial	   auf	   den	   Chromosomenabschnitten	   3p,	   4p,	   4q,	   5q,	   16p,	   16q	   und	   17p	   sowie	   die	  
Amplifikation	   der	   Chromosomenabschnitte	   1q,	   3q,	   5p,	   7p,	   8q,	   12p	   und	   Xp.	   Dabei	   konnte	   die	   3q-­‐
Amplifikation	   als	   häufigste	   genetische	   Veränderung	   in	   Lungenkarzinomen,	   insbesondere	   in	  
Plattenepithelkarzinomen	   nachgewiesen	   werden	   (Björkvist	   et	   al.,	   1998;	   Chujo	   et	   al.,	   2002),	   wobei	  
diese	  genomische	  Aberration	  auch	   in	  anderen	  Tumoren	  wie	  beispielsweise	  Tumoren	  der	  Mundhöhle	  
(Baergamo	   et	   al.,	   2000;	   Singh	   et	   al.,	   2002;	   Sheu	   et	   al.,	   2009),	   der	   Cervix	   (Heselmeyer	   et	   al.,	   1996;	  
Caraway	   et	   al.,	   2008),	   des	   Ovars	   (Lambros	   et	   al.,	   2005),	   des	   Magens	   (Mori	   et	   al.,	   2002)	   und	   des	  
Ösophagus	  (Tada	  et	  al.,	  2000;	  Yen	  et	  al.,	  2005)	  gefunden	  werden	  konnte.	  
Hinsichtlich	   der	   Ätiologie	   der	   zuvor	   aufgeführten	  Mutationen,	   Deletionen	   oder	   Amplifikationen	   von	  
Genmaterial	   spielen	   unumstritten	   exogene	   Noxen	   eine	   herausragende	   Rolle.	   Inhaltsstoffe	   des	  
Tabakrauches	   wie	   Benzpyrene,	   Nitrosamine,	   Butadien,	   Benzol,	   PCKWs,	   aromatische	   Amine	   und	  
Acetaldehyd	  aber	  auch	  Umweltgifte	  wie	  Asbest	  oder	  Uran	  sind	  dabei	  von	  entscheidender	  Bedeutung	  
für	   die	   Karzinogenese	   dieser	   Tumorentität	   (Devereux	   et	   al.,	   1996).	   Insbesondere	   das	   Plattenepithel-­‐
karzinom	  und	  das	  kleinzellige	  Lungenkarzinom	  treten	   fast	  ausschließlich	  bei	  Rauchern	  auf	  wobei	  das	  
bronchioloalveoläre	  Adenokarzinom	  das	  häufigste	  Lungenkarzinom	  bei	  Nichtrauchern	  darstellt.	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Zusammenfassend	  zeigt	  sich	  bei	  der	  Betrachtung	  großer	  Kollektive	  von	  Tumorpatienten	  eine	  deutliche	  
Heterogenität	   der	   im	   einzelnen	   betrachteten	  Molekulargenetik	   der	   Lungenkarzinome,	   so	   dass	   wohl	  
jeder	  Tumor	  seine	  individuelle	  genetische	  und	  molekularbiologische	  Handschrift	  trägt.	  Daher	  stellt	  sich	  
eine	   individualisierte	  Krebstherapie	   zum	  einen	  als	   aus	  prognostischer	  und	  gesundheitsökonomischer	  
Sicht	   sehr	   sinnvoll,	   zum	   anderen	   aber	   auch	   als	   eine	   große	   medizinisch-­‐naturwissenschaftliche	  
Herausforderung	  dar	  (Kaminski	  und	  Krupski,	  2004).	  
	  
	  
2.3 Epidemiologie,	  Ätiologie	  und	  Pathogenese	  des	  Schildrüsenkarzinoms	  
	  
Schilddrüsenkarzinome	   stellen	   im	   Vergleich	   zu	   den	   Lungenkarzinomen	   deutlich	   seltenere	  
Tumorerkrankungen	  dar	   (0,7%	   aller	   Tumoren	  bei	  Männern,	   1,9%	   aller	   Tumoren	  bei	   Frauen;	   Robert-­‐
Koch-­‐Institut,	  2011).	  Dabei	  muss	  zwischen	  dem	  papillären,	  dem	  follikulären,	  dem	  anaplastischen	  und	  
dem	  medullären	  Schilddrüsenkarzinom	  (C-­‐Zell-­‐Karzinom)	  differenziert	  werden,	  die	   sich	  sowohl	  durch	  
eine	   unterschiedliche	   Prognose	   für	   die	   Patienten	   als	   auch	   verschiedene	   diagnostische	   und	  
therapeutische	  Ansätze	  kennzeichnen.	  
Die	   häufigsten	   Formen	   stellen	   das	   papilläre	   und	   das	   follikuläre	   Schilddrüsenkarzinom	   dar.	   Beide	  
Tumorentitäten	   haben	   verglichen	   mit	   anderen	   Malignomen	   des	   Erwachsenenalters	   eine	   sehr	   gute	  
Prognose	   (90%	   5-­‐Jahres-­‐Überlebensrate),	   da	   wirksame	   Therapieverfahren	   in	   Form	   der	   Radioiod-­‐
therapie	   und	   Schilddrüsenchirurgie	   zur	   Verfügung	   stehen.	   Patienten	  mit	   dem	  wesentlich	   selteneren	  
medullären	  Schilddrüsenkarzinom	  (10%	  aller	  Schilddrüsenkarzinome)	  haben	  hingegen	  eine	  schlechtere	  
Prognose	  (60-­‐70%	  5-­‐Jahres-­‐Überlebensrate),	  da	  dieser	  Tumor	  nicht	  durch	  Entartung	  der	  Thyreozyten	  
sondern	  der	  Calcitonin	  bildenden	  C-­‐Zellen	  entsteht,	  die	  am	  Schilddrüsenhormon-­‐	  und	  damit	  auch	  am	  
Iodstoffwechsel	   nicht	   teilnehmen	   und	   daher	   auf	   eine	   Radioiodtherapie	   nicht	   ansprechen	   (Van	  
Nostrand,	   2009).	   Die	   schlechteste	   Prognose	   aller	   Schilddrüsentumoren	   hat	   das	   anaplastische	  
Schilddrüsenkarzinom	   (ebenfalls	   10%	   aller	   Schilddrüsenkarzinome),	   ein	   gering	   differenziertes,	   hoch	  
malignes,	   schnell	   proliferierendes	   und	   früh	  metastasierendes	   Karzinom	  mit	   einer	   durchschnittlichen	  
10-­‐Jahres-­‐Überlebensrate	  von	  4,7%	  	  (O’Neill	  et	  al.,	  2010).	  
So	  unterschiedlich	  die	  Prognose	  der	  Schilddrüsenkarzinomsubtypen	   ist,	   so	  heterogen	  stellt	   sich	  auch	  
die	  und	  molekulare	  Pathogenese	  dieser	  Tumorentitäten	  dar.	  
Die	   Einzelschritte	   des	   Karzinogeneseprozesses	   beim	   papillären	   und	   follikulären	   Schildrüsenkarzinom	  
sind	   weitgehend	   ungeklärt,	   nur	   vereinzelt	   konnten	   exogene	   (Strahlenbelastung	   beim	   papillären	  
Schilddrüsenkarzinom;	  Ivanov	  et	  al.,	  1997)	  oder	  auch	  genetische	  Risikofaktoren	  (Bojunga	  und	  Zeuzem,	  
2004)	  identifiziert	  werden.	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Abb.3:	   Übersicht	   über	   die	   molekulare	   Karzinogenese	   des	   Schilddrüsenkarzinoms.	   In	   der	   Abbildung	   sind	  
Funktionsgewinnmutationen	   mit	   grünen	   Sternen	   sowie	   Funktionsverlustmutationen	   mit	   roten	   Sternen	  
gekennzeichnet.	   In	   der	   linken	   Bildhälfte	   blau	   unterlegt	   sind	   für	   den	   Karzinogeneseprozess	   der	  
Schilddrüsentumoren	   bedeutsame	   exogene	   Noxen,	   in	   der	   rechten	   Bildhälfte	   in	   Schilddrüsenkarzinomen	  
nachgewiesene	   chromosomale	   Strukturanomalien	   sowie	   die	   dadurch	   entstehenden	   Fusionsgene	   aufgeführt	  
(nähere	  Erläuterungen	  siehe	  Text).	  
	  
Das	   medulläre	   Schilddrüsenkarzinom	   tritt	   zudem	   in	   Einzelfällen	   im	   Rahmen	   erblicher	  
Tumorerkrankungen	   auf	   und	   wird	   dann	   als	   „familiar	   medullar	   thyroid	   cancer“	   (FMTC)	   bezeichnet	  
(Whollk	  et	  al.,	  2010).	  Als	  Beispiele	  seien	  hier	  das	  MEN-­‐IIa-­‐	  und	  MEN-­‐IIb-­‐Syndrom	  (Multiple	  endokrine	  
Neoplasie-­‐Syndrome)	   und	   das	   Wiedemann-­‐Beckwith-­‐Syndrom	   genannt,	   bei	   denen	   neben	   dem	  
medullären	   Schilddrüsenkarzinom	   noch	   Phäochromozytome,	   Neurinome,	   Neurofibrome,	   Rhabdo-­‐
myome	   sowie	   andere	   Tumoren	   gehäuft	   auftreten	   (Piecha	   et	   al.,	   2011).	   Insbesondere	   beim	  
anaplastischen	   Schilddrüsenkarzinom	   aber	   auch	   bei	   anderen	   Schilddrüsenkarzinomsubtypen	   konnte	  
eine	  Vielzahl	   von	   genetischen	  Veränderungen	   nachgewiesen	  werden,	  wobei	   ähnlich	  wie	   zuvor	   beim	  
Lungenkarzinom	   geschildert	   verschiedene	   Tumoren,	   wenn	   auch	   vom	   gleichen	   Subtyp,	   eine	   sehr	  
heterogene	  molekulargenetische	   Handschrift	   tragen	   (Brown	   et	   al.,	   2006;	   Chevillard	   et	   al.,	   2004;	   de	  
Micco	  et	  al.,	  2008;	  Netea-­‐Maier	  et	  al.,	  2008).	  
Zu	   den	   häufigsten	   in	   Schilddrüsenkarzinomen	   nachgewiesenen	   genetischen	   Veränderungen	   zählen	  
Funktionsgewinnmutationen	   in	   den	   Genen,	   die	   für	   den	   TSH-­‐Rezeptor,	   Ras,	   BRAF,	   CD44,	   TRK,	   RET,	  
Telomerasen	  und	  den	  nukleären	  Transkriptionsfaktor	  DDIT3	  kodieren	  (Cerutti	  et	  al.,	  2004;	  Arcinas	  et	  
al.,	   2009).	   Ebenso	   konnten	   in	   einigen	   Tumorentitäten	   charakteristische	   chromosomale	   Struktur-­‐
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anomalien	  wie	  die	  Translokation	   t(2;3)(q13;p25)	  oder	  die	   Inversion	   inv(10)(q11.2;q21)	  nachgewiesen	  
werden,	  wodurch	  vergleichbar	  der	  Pathogenese	  der	  CML	  proliferationsstimulierende	  Fusionsgene	  wie	  
das	   PAX8-­‐PPARγ-­‐Gen	   oder	   das	   RET-­‐PTC1-­‐Gen	   entstehen	   (Bojunga	   und	   Zeuzem,	   2004).	  
Zusammenfassend	   lässt	   sich	   jedoch	   feststellen,	   dass	   die	  molekulare	   Pathogenese	   des	   Schilddrüsen-­‐
karzinoms	  bisher	  weniger	  gut	  verstanden	  ist	  als	  die	  des	  Lungenkarzinoms.	  
	  
	  
2.4 Der	  Transport	  in	  das	  endoplasmatische	  Retikulum	  (ER)	  
	  
Da	   das	   hinsichtlich	   seiner	   Abundanz	   in	   Tumorgewebeproben	   in	   dieser	   Arbeit	   untersuchte	   Protein	  
Sec62	  als	  Transmembranprotein	  des	  ER	  Teil	  eines	  großen	  Proteinkomplexes	  mit	  der	  Hauptfunktion	  der	  
Translokation	   von	   Vorläuferproteinen	   durch	   die	   ER-­‐Membran	   darstellt,	   soll	   dieser	   elementare	  
zellbiologische	   Prozess	   zum	   besseren	   Verständnis	   der	   nachfolgenden	   Diskussion	   über	   die	   Rolle	   von	  
Sec62	  bei	  der	  Entstehung	  von	  Tumoren	  der	  Lunge	  und	  der	  Schilddrüse	  kurz	  erläutert	  werden.	  	  
Der	   Proteintransport	   am	   ER	   ist	   ein	   essentieller	   zellbiologischer	   Prozess	   bei	   der	   Synthese	  
transmembranärer,	   sekretorischer,	   peroxisomaler	   und	   lysosomaler	   Proteine	   (Palade,	   1975).	  
Grundsätzlich	  kann	  dieser	  Prozess	  in	  die	  drei	  Schritte	  des	  Targetings	  an	  die	  ER-­‐Membran,	  der	  Insertion	  
in	   die	   Translokationspore	   und	   die	   Elongation/Termination	   des	   Transportes	   gegliedert	   werden.	  
Abhängig	  davon,	  ob	  das	  Protein	  während	  oder	  nach	  der	  Synthese	  am	  Ribosom	  durch	  die	  ER-­‐Membran	  
transportiert	   wird,	   weisen	   diese	   Schritte	   einige	   Unterschiede	   auf,	   so	   dass	   zwischen	   dem	   cotrans-­‐
lationalen	   Transport	   (Rapoport	   et	   al.,	   1996;	   High	   und	   Liard,	   1997;	   Matlack	   et	   al.,	   1998)	   und	   dem	  
posttranslationalen	  Transport	  (Kutay	  et	  al.,	  1995;	  Lindstedt	  et	  al.,	  1995;	  Whitley	  et	  al.,	  1996;	  Kim	  et	  al.,	  
1999)	  unterschieden	  wird.	  	  
Beim	   cotranslationalen	   Transport	   bindet	   im	   Rahmen	   des	   Initiationsschrittes	   der	   Ribonucleo-­‐
proteinkomplex	   SRP	   (Walter	   und	   Blobel,	   1980)	   an	   eine	   am	   Aminoterminus	   des	   am	   Ribosom	  
synthetisierten	   Proteins	   lokalisierte,	   hydrophobe	   Signalsequenz	   (von	   Heijne,	   1985;	   Zheng	   and	  
Nicchitta,	  1999)	  sowie	  an	  das	  Ribosom	  (Walter	  et	  al.,	  1981).	  Durch	  die	   Interaktion	  zwischen	  SRP	  und	  
Ribosom	   kommt	   es	   zu	   einer	   vorübergehenden	  Hemmung	   der	   Translation	   (Walter	   und	   Blobel,	   1981;	  
Kramer	  et	   al.,	   2009)	  bis	   SRP	  an	  den	  SRP-­‐Rezeptor,	   ein	  Transmembranprotein	  des	  ER,	   gebunden	  hat.	  
Der	   SRP-­‐Rezeptor	   interagiert	   darauf	   mit	   dem	   Sec61-­‐Komplex	   (Görlich	   und	   Rapoport,	   1993)	   und	   ist	  
verantwortlich	  für	  die	  Insertion	  des	  naszierenden	  Proteins	  in	  diesen	  „Proteintranslokationskanal“	  des	  
ER.	  Nach	  GTP-­‐Hydrolyse	  löst	  sich	  SRP	  von	  Ribosom	  und	  SRP-­‐Rezeptor	  (Römisch	  et	  al.,	  1989;	  Rapiejko	  
und	  Gilmore,	   1997;	  Mitra	   et	   al.,	   2006)	  wodurch	   die	  Hemmung	   der	   Translation	   aufgehoben	   und	   der	  
Schritt	  der	  Termination	  des	  Proteintransportes	  eingeleitet	  wird.	  Eine	  entscheidende	  Rolle	  bei	  diesem	  
Schritt	   spielen	   die	   ER-­‐luminalen	   Chaperone	   BiP	   und	   GRP170	   aus	   der	   Hsp70-­‐Familie,	   die	   unter	   ATP-­‐
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Hydrolyse	  als	  „molecular	  ratchets“	  den	  unidirektionalen	  Transport	  des	  synthetisierten	  Proteins	  durch	  
die	   ER-­‐Membran	   sicherstellen	   (Tyedmers	   et	   al,	   2003;	   Alder	   et	   al.,	   2005;	   Dudek	   et	   al,	   2008).	   Diese	  
Hsp70-­‐Chaperone	  werden	  dabei	  über	  eine	  Interaktion	  mit	  der	  luminalen	  J-­‐Domäne	  transmembranärer	  
HSP40-­‐Chaperone	  	  wie	  Sec63	  und	  ERj1	  zum	  Translocon	  (Sec61c)	  geleitet	  (Nguyen	  et	  al.,	  1991;	  Sanders	  
et	   al.,	   1992;	   Brodsky	   und	   Scheckman,	   1993;	   Panzner	   et	   al.,	   1995;	   Lyman	   und	   Scheckman,	   1995;	  
Matlack	   et	   al.,	   1997)	   und	   in	   ihrer	   Aktivität	   durch	   den	   „Nucleotide	   exchange	   factor“	   (NEF)	   Sil1/BAP	  
(Chung	  et	  al.,	  2002)	  unterstützt,	  wobei	  auch	  GRP170	  selbst	  die	  Funktion	  eines	  NEF	  wahrnehmen	  kann	  
(Weitzmann	   et	   al.,	   2007).	  Nach	   der	   vollständigen	   Translokation	   des	   Proteins	  wird	   die	   Signalsequenz	  
durch	   den	   Signalpeptidasekomplex	   abgespalten	   (Blobel	   und	   Dobberstein,	   1975),	   worauf	   sich	   das	  
Protein	   im	   ER-­‐Lumen	   unterstützt	   durch	   Faltungsenzyme	   und	   Chaperone	   faltet	   und	   schließlich	  
posttranslationale	   Modifikationsprozesse	   wie	   beispielsweise	   Glykosylierungen	   durch	   Oligosaccharyl-­‐
transferasen	  durchläuft	  (Knauer	  und	  Lehle,	  1999).	  
Der	   posttranslationale	   Transport	   unterscheidet	   sich	   in	   einigen	   wesentlichen	   Punkten	   von	   den	  
beschriebenen	   Prozessen	   beim	   cotranslationalen	   Transport.	   So	   interagieren	   die	   über	   den	   erst-­‐
genannten	  Weg	   transportierten	  Proteine	  nicht	  über	  eine	  Signalsequenz	  am	  Aminoterminus	  mit	  dem	  
SRP,	   so	  dass	  die	   Translation	   vor	  der	   Translokationsinitiation	   vollständig	   abgeschlossen	  wird.	  Um	  das	  
synthetisierte	  Protein	  in	  einer	  transportfähigen	  Form	  zu	  halten,	  verhindern	  anschließend	  cytosolische	  
Hsp40-­‐	  sowie	  Hsp70-­‐Chaperone	  unter	  ATP-­‐Verbrauch	  eine	  Faltung	  des	  Proteins	  bzw.	   lassen	  nur	  eine	  
lockere	  Faltung	  zu	  (Zimmermann	  und	  Meyer,	  1986;	  Sagstetter	  und	  Zimmermann,	  1988;	  Wiech	  et	  al.,	  
1990;	  Brodsky	  et	   al.,	   1995).	  Als	  weitere	  Besonderheit	   beim	  posttranslationalen	  Transport	   konnte	   an	  
Hefezellen	  gezeigt	  werden,	  dass	  für	  das	  „Targeting“	  des	  synthetisierten	  Proteins	  zum	  Sec61-­‐Komplex	  
noch	  vor	  der	  Insertion	  des	  Proteins	  in	  die	  ER-­‐Membran	  die	  beiden	  Transmembanproteine	  Sec62p	  und	  
Sec71p	  sowie	  das	  membranassoziierte	  Protein	  Sec72p	  (Deshaies	  und	  Scheckman,	  1989;	  Green	  et	  al.,	  
1992)	  als	  Teil	  eines	  heptameren	  SEC-­‐Komplexes	  von	  entscheidender	  Bedeutung	  sind	  (Rothblatt	  et	  al.,	  
1989;	   Deshaies	   et	   al.,	   1989;	   Panzner	   et	   al.,	   1995).	   Während	   des	   Elongationsprozesses	   beim	  
posttranslationalen	   Transport	   spielt	   wie	   auch	   beim	   cotranslationalen	   Transport	   das	   ER-­‐luminale	  
Chaperon	   BiP	   eine	   entscheidende	   Rolle,	   das	   über	   eine	   Interaktion	   mit	   der	   luminalen	   J-­‐Domäne	  
verschiedener	   Transmembranproteine	   des	   ER	   wie	   Sec63	   oder	   ERj1	   zum	   Translokon	   gelenkt	   wird	  
(Nguyen	  et	  al.,	  1991;	  Sanders	  et	  al.,	  1992;	  Brodsky	  und	  Scheckman,	  1993;	  Panzner	  et	  al.,	  1995;	  Lyman	  
und	  Scheckman,	  1995;	  Matlack	  et	  al.,	  1997;	  Misselwitz	  et	  al,	  1999;	  Dudek	  et	  al,	  2005;	  Blau	  et	  al,	  2005).	  
Dabei	  scheint	  aber	  auch	  beim	  posttranslationalen	  Transport	  SRP	  am	  Targetingprozess	  beteiligt	  zu	  sein	  
(Abell	  et	  al.,	  2004).	  Die	  Schritte	  der	  Elongation	  und	  Termination	  des	  posttranslationalen	  Transportes	  
ähneln	   im	  Gesamten	  denen	  des	   cotranslationalen	  Transportes.	   	   Eine	  Übersicht	  über	  die	  Schritte	  des	  
co-­‐	  und	  posttranslationalen	  Proteintransportes	  am	  ER	  zeigt	  Abbildung	  4.	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Abb.4:	  Co-­‐	  und	  posttranslationaler	  Transport	  von	  Precursorproteinen	  durch	  die	  ER-­‐Membran	  von	  Säugern.	  
Beim	   cotranslationalen	   Proteintransport	   (A)	   wird	   eine	   N-­‐terminal	   gelegene	   Signalsequenz	   entsprechender	  
Precursorproteine	  noch	  während	  deren	  Synthese	  am	  Ribosom	  vom	  SRP	  (Signal	  recognition	  particle)	  erkannt,	  was	  
zu	  einem	  Arrest	  der	  Translation	   führt.	  Anschließend	  bindet	  SRP	  an	  den	  SRP-­‐Rezeptor	   (aufgebaut	  aus	  den	  zwei	  
Untereinheiten	   SRα	   und	   SRβ),	   der	   den	   Protein-­‐Ribosom-­‐Komplex	   zum	   Translocon	   Sec61	   und	   den	   assoziierten	  
Transmembranproteinen	  (ERj1,	  Sec62	  und	  Sec63)	  	  führt.	  Schließlich	  löst	  sich	  das	  Precursorprotein	  vom	  SRP,	  das	  
Ribosom	  bindet	   an	   Sec61	  und	  der	   Translationsarrest	  wird	  wieder	   aufgehoben.	  Über	   die	   luminalen	   J-­‐Domänen	  
von	   Sec63	   bzw.	   ERj1	  wird	   das	  Hsp70-­‐Chaperon	   BiP	   zum	  partiell	   translozierten	   Protein	   geführt	   und	   stellt	   über	  
einen	   ATPase-­‐Zyklus	   die	   für	   den	   Transport	   notwendige	   Energie	   bereit.	   Beim	   posttranslationalen	   Transport	   (B)	  
wird	   das	   Protein	   bereits	   im	   Cytosol	   vollständig	   synthetisiert	   und	   durch	   Hsp40-­‐	   sowie	   Hsp70-­‐Chaperone	   unter	  
ATP-­‐Verbrauch	   in	  einer	   transportfähigen	  Form	  gehalten,	   indem	  eine	  Faltung	  verhindert	  oder	  nur	   in	   schwacher	  
Form	   zugelassen	   wird.	   Die	   Schritte	   der	   Elongation	   und	   Termination	   des	   Proteintransportes	   gleichen	   den	  
entsprechenden	  Prozessen	  beim	  cotranslationalen	  Transport.	  	  
	  
Sowohl	  beim	  co-­‐	  als	  auch	  beim	  posttranslationalen	  Transport	  stellt	  zusammengefasst	  ein	  im	  Gesamten	  
als	  Proteintranslokase	  bezeichneter	  Komplex	  mit	  der	  zentralen	  Proteintranslokationspore	  Sec61,	  einer	  
Vielzahl	  assoziierter	  Transmembranproteine	  wie	  Sec62,	  Sec63	  und	  ERj1	  sowie	  ER-­‐luminalen	  Proteinen	  
wie	   BiP,	   GRP170	   und	   Sil1	   die	   entscheidende	   Komponente	   dar	   (s.	   Abb.4).	   Neuere	   Arbeiten	   zur	  
Proteintranslokation	   und	   Proteininsertion	   in	   die	   ER-­‐Membran	   konnten	   dabei	   klar	   zeigen,	   dass	  
unterschiedliche	   Vorläuferproteine	   für	   einen	   effektiven	   Transport	   auch	   auf	   eine	   unterschiedliche	  
Zusammensetzung	   dieses	   Proteintranslokationskomplexes	   angewiesen	   sind	   (Mitra	   et	   al.,	   2006;	  
Rapoport	  et	  al.,	  2008).	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2.5 Rolle	  von	  Sec62	  beim	  Proteintransport	  in	  das	  endoplasmatische	  Retikulum	  
	  
Sec62	   stellt	   ein	   Membranprotein	   des	   ER	   dar,	   das	   aus	   zwei	   über	   einen	   ER-­‐luminalen	   „Loop“	  
miteinander	  verbundenen	  Transmembrandomänen	  aufgebaut	  ist.	  	  
	  
	   	  
Abb.5:	  Genlocus,	  Primär-­‐	  und	  Domänenstruktur	  von	  Sec62.	   Im	  oberen	  Teil	  der	  Abbildung	  (A)	   ist	  der	  Genlocus	  
des	  SEC62-­‐Gens	  auf	  dem	  langen	  Arm	  von	  Chromosom	  3	  (3q26.2)	  dargestellt.	  Der	  mittlere	  Teil	  der	  Abbildung	  (B)	  
zeigt	   die	   Primärstruktur	   von	   Sec62,	  wobei	   neutrale	   hydrophile	   Aminosäuren	   schwarz,	   saure	   Aminosäuren	   rot,	  
basische	   Aminosäuren	   blau	   und	   hydrophobe	   Aminosäuren	   violett	   dargestellt	   sind.	   Hellblau	   unterlegt	   sind	   die	  
beiden	   Transmembrandomänen	   des	   Proteins,	   grün	   potentielle	   EF-­‐Hand-­‐Motive,	   hellrot	   eine	   potentielle	  
Oligomerisierungsdomäne.	  Die	  schwarze	  Unterstreichung	  zeigt	  die	  Ribosomenbindungsstelle	  des	  Proteins.	  In	  (C)	  
ist	  die	  genannte	  Domänenstruktur	  des	  Proteins	  graphisch	  dargestellt.	  
	  
Sowohl	   der	   N-­‐Terminus	   als	   auch	   der	   C-­‐Terminus	   von	   Sec62	   liegen	   im	   Cytosol	   und	   weisen	  mehrere	  
funktionelle	   Domänen	   in	   Form	   einer	   Ribosomenbindungsstelle	   (am	   N-­‐Terminus),	   einer	   Sec63-­‐
Interaktionsstelle	   (am	   N-­‐Terminus,	   in	   der	   Abbildung	   nicht	   gezeigt),	   einer	   potentiellen	   Oligo-­‐
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merisierungsdomäne	  (in	  der	  zweiten	  Transmembrandomäne)	  und	  zweier	  potentieller	  EF-­‐Hand-­‐Motive	  
als	  mögliche	  Bindungsstelle	  für	  Ca2+	  auf	  (beide	  am	  C-­‐Terminus,	  vgl.	  Abb.5).	  
Erstmals	   konnte	   Sec62/TLOC1	   als	   Transmembranprotein	   des	   ER	   in	   den	   späten	   1980er	   Jahren	   in	  
Saccharomyces	   cerevisae	   nachgewiesen	   und	   sein	   struktureller	   Aufbau	   aufgeklärt	   werden	   (Deshaies	  
und	  Schekman,	  1989;	  Deshaies	  und	  Schekman,	  1990;	  Deshaies	  et	  al.,	  1991),	  ein	  Homolog	  bei	  Säugern	  
wurde	  allerdings	  erst	  fast	  zehn	  Jahre	  später	  identifiziert	  (Makoto	  et	  al.,	  1997).	  In	  Hefezellen	  ist	  Sec62	  
Teil	  eines	  tetrameren	  die	  Proteine	  Sec62p,	  Sec63p,	  Sec71p	  sowie	  Sec72p	  umfassenden	  Komplexes,	  der	  
auf	  Grund	  seiner	  essentiellen	  Bedeutung	  für	  den	  posttranslationalen	  Proteintransport	  (Panzner	  et	  al.,	  
1995)	   in	   diesen	   Organismen	   zusammen	   mit	   einem	   aus	   den	   Proteinen	   Sec61p,	   Sbh1	   und	   Sss1	  
aufgebauten	  trimeren	  Komplex	  auch	  als	  „Post-­‐Translocon“	  bezeichnet	  wird	  (Harada	  et	  al.,	  2010).	  Die	  
Funktion	   von	   Sec62	   beim	   Proteintransport	   in	   Säugern	   konnte	   bisher	   noch	   nicht	   aufgeklärt	   werden.	  
Sowohl	   in	   Hefen	   als	   auch	   in	   Säugern	   ist	   Sec62	   assoziiert	  mit	   dem	   Proteintranslokationskanal	   Sec61	  
sowie	  mit	  Sec63,	  einem	  ER-­‐Transmembranprotein	  mit	  einer	  luminalen	  J-­‐Domäne	  (Meyer	  et	  al.,	  2000;	  
Tyedmers	   et	   al.,	   2000;	   Wittke	   et	   al.,	   2000).	   Allerdings	   weist	   Sec62	   bei	   Säugern	   zusätzliche	  
Eigenschaften	   auf,	   die	   man	   beim	   Hefe-­‐Sec62	   in	   dieser	   Form	   nicht	   findet,	   so	   dass	   von	   einem	  
Funktionszugewinn	   dieses	   Proteins	   in	   der	   evolutionären	   Entwicklung	   von	   Hefen	   zum	   Säuger	  
gesprochen	   werden	   kann	   (Müller	   et	   al.,	   2010).	   So	   findet	   man	   beim	   Säuger-­‐Sec62	   zusätzlich	   zwei	  
konservierte	  Peptidmotive	  im	  Bereich	  des	  cytosolischen	  N-­‐Terminus,	  die	  dem	  Protein	  eine	  Interaktion	  
mit	  dem	  Ribosom	  erlauben.	  	  
Zusammengefasst	   ist	   Sec62	   beim	   Säuger	   damit	   in	   der	   Lage	   über	   die	   Interaktion	   mit	   dem	  
Proteintranslokations-­‐	  und	  Ca2+-­‐Leck-­‐Kanal	   Sec61	  den	  Proteintransport	  am	  ER	  und	  die	   zelluläre	  Ca2+-­‐
Homöostase	   sowie	   über	   die	   Interaktion	  mit	   Sec63	   BiP,	   das	   Schlüsselmolekül	   der	   „unfolded	   protein	  
response“	  (UPR),	  und	  damit	  die	  Antwort	  der	  Zelle	  auf	  ER-­‐Stress	  zu	  beeinflussen	  (Greiner	  et	  al.,	  2011).	  
Für	  eine	  Modulation	  der	  Ca2+-­‐Homöostase	  am	  ER	  durch	  Sec62	  und	  damit	  auch	  der	  cytosolischen	  Ca2+-­‐
Konzentration	   sprichen	   zudem	   mehrere	   EF-­‐Hand-­‐Motive	   im	   cytosolischen	   C-­‐Terminus	   des	   Proteins	  
(www.bioinformatics.org/calpred/index.html).	   Somit	   kann	   Sec62	   neben	   dem	   Proteintransport	  
wahrscheinlich	   auch	   verschiedene	   Ca2+-­‐abhängige	   Prozesse	   wie	   beispielsweise	   die	   Apoptose	   (Mc	  
Conkey	  und	  Orrenius,	  1997;	  Tombal	  et	  al.,	  2000;	  Zhang	  et	  al.,	  2001;	  He	  et	  al.,	  2002;	  Scorrano	  et	  al.,	  
2003)	   oder	   die	   Zellmigration	   (Huang	   et	   al.,	   2004)	   über	   eine	   Modifikation	   der	   zellulären	   Ca2+-­‐
Konzentration	  entscheidend	  beeinflussen.	  	  
Ein	   Zusammenhang	   zwischen	   Tumorerkrankungen	   und	   Sec62	   konnte	   erstmals	   2006	   durch	   die	  
Untersuchung	   von	   Prostatakarzinomgewebe	   sowie	   von	   Prostatakarzinomzelllinien	   nachgewiesen	  
werden.	  So	  wurde	  gezeigt,	  dass	  das	  SEC62-­‐Gen	  in	  Prostatakarzinomgewebe	  signifikant	  überexprimiert	  
wird	  und	  sich	  ein	  deutlich	  gesteigerter	  Sec62-­‐Proteingehalt	  den	  Tumorzellen	  nachweisen	  lässt	  (Jung	  et	  
al.,	   2006),	  wobei	  das	  Ausmaß	  der	   Steigerung	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  mit	  dem	  Gleason-­‐Score	  und	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damit	  der	  Dedifferenzierung	  des	  Tumorgewebes	  korrelierte.	  Zudem	  konnte	  durch	  eine	  RNAi	  basierte	  
Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   sowohl	   die	   Migrationsfähigkeit	   von	   Prostatakarzinomzellen	  
deutlich	   gehemmt	   als	   auch	   die	   Sensibilität	   gegenüber	   dem	   ER-­‐Stress	   induzierenden	   SERCA-­‐Inhibitor	  
Thapsigargin	   (TG)	   erhöht	   werden	   (Greiner	   et	   al.,	   2010).	   Damit	   stellt	   Sec62	   bei	   Prostatakarzinom-­‐
patienten	   nicht	   nur	   einen	   möglichen	   prognostischen	   Marker	   auf	   Grund	   der	   Korrelation	   mit	   der	  
Dedifferenzierung	  der	  Tumorzellen	  dar,	  sondern	  kann	  zudem	  als	  Indikator	  für	  ein	  Ansprechen	  auf	  eine	  
Therapie	   mit	   TG	   oder	   homologen	   Substanzen	   dienen,	   wobei	   ein	   hoher	   Sec62-­‐Gehalt	   des	   Tumor-­‐
gewebes	  auf	  eine	  geringere	  Erfolgswahrscheinlichkeit	  einer	  TG-­‐Therapie	  schließen	  lässt.	  
Angestoßen	   wurden	   die	   Untersuchungen	   in	   dieser	   Arbeit	   durch	   die	   Ergebnisse	   eines	   „multi-­‐tissue	  
tumor	  microarray“,	   in	   dem	   ein	   gesteigerter	   Sec62-­‐Proteingehalt	   neben	   Prostatakarzinomen	   auch	   in	  
Lungen-­‐	  und	  Schilddrüsenkarzinomen	   jeweils	  verglichen	  mit	  nicht	  neoplastischem	  Gewebe	  derselben	  
Organe	  mittels	  immunhistochemischer	  Techniken	  gezeigt	  werden	  konnte	  (Greiner	  et	  al.,	  2010).	  Darauf	  
aufbauend	  wurde	  im	  Rahmen	  dieser	  Arbeit	  die	  Rolle	  von	  Sec62	  bei	  der	  Entstehung	  der	  letztgenannten	  
Tumorentitäten	  untersucht.	  
	  
	  
2.6 Medizinische	  Bedeutung	  der	  Transportprozesse	  am	  endoplasmatischen	  Retikulum	  
	  
Im	   Verlauf	   der	   letzten	   Jahre	   konnten	   genetische	   Analysen	   von	   Tumorgewebeproben	   und	   daraus	  
gewonnenen	   Primärkulturen	   Mutationen	   in	   Genen,	   die	   für	   redundante	   Proteine	   des	   ER-­‐Transport-­‐
komplexes	   kodieren,	   in	   Zusammenhang	   mit	   Tumorerkrankungen	   wie	   auch	   nicht	   neoplastischen	  
Krankheitsbildern	  beim	  Menschen	  bringen	  (Zimmermann	  et	  al,	  2006;	  Luheshi	  und	  Dobson,	  2009).	  	  
So	   konnte	   gezeigt	   werden,	   dass	   Mutationen	   im	   SIL1-­‐Gen	   ursächlich	   sind	   für	   Subgruppen	   des	  
Marinesco-­‐Sjörgen	  Syndroms	  (Senderek	  et	  al.,	  2005),	  einer	  neurodegenerativen	  Erkrankung	  bei	  der	  es	  
durch	   den	   Defekt	   des	   gleichnamigen	   ER-­‐luminalen	   NEF	   zu	   einem	   Untergang	   der	   Purkinje-­‐	   und	  
Körnerzellen	   des	   Kleinhirns	   kommt,	   wobei	   die	   neurodegenerativen	   Prozesse	   nur	   in	   den	   Kleinhirn-­‐
lappen	   I	  bis	  VIII,	  nicht	  aber	   in	  den	  Lappen	   IX	  und	  X	  gefunden	  werden.	  Die	  betroffenen	  Zellen	  zeigen	  
eine	  Proteinakkumulation	  sowohl	   im	  ER	  als	  auch	   im	  Zellkern	   (Zhao	  et	  al.,	  2005).	  Zudem	  konnte	  eine	  
Mutation	   im	   SEC63-­‐Gen	   als	   Ursache	   für	   das	   Entstehen	   der	   autosomal	   dominanten	   polyzystischen	  
Lebererkrankung	   (ADPLD)	   identifiziert	   werden	   (Davila	   et	   al.,	   2004;	  Müller	   et	   al.,	   2011),	   wobei	   auch	  
Mutationen	  im	  PRKCSH-­‐Gen	  dieser	  Erkrankung	  zu	  Grunde	  liegen	  können.	  Ebenso	  wurde	  gezeigt,	  dass	  
bestimmte	   Proteine	   des	   Proteintransportkomplexes	   am	   ER	   mögliche	   Zielstrukturen	   für	   eine	  
antimikrobielle	  Therapie	  darstellen,	  beispielsweise	  in	  Trypanosomen	  (Zimmermann	  und	  Blatch,	  2009;	  
Patham	  et	  al.,	  2009).	  Auch	  wurde	  das	  SEC62-­‐Gen	  in	  einen	  auf	  der	  Analyse	  von	  43	  cDNAs	  basierenden	  
Test	  zur	  Evaluierung	  des	  Langzeit-­‐outcome	  von	  Patienten	  mit	  kolorektalem	  Karzinom	  in	  die	  Gruppe	  der	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prognoserelevanten	  Gene	  eingeschlossen	  (Eschrich	  et	  al.,	  2005),	  was	  zeigt,	  dass	  das	  SEC62-­‐Gen	  wohl	  in	  
mehreren	  Tumorentitäten	  am	  Karzinogeneseprozess	  beteiligt	  zu	  sein	  scheint.	  Außerdem	  konnte	  durch	  
die	  Untersuchung	  von	  Prostatakarzinomgewebe	  sowie	  Prostatakarzinomzelllinien	  gezeigt	  werden,	  dass	  
das	   SEC62-­‐Gen	   in	   Prostatakarzinomen	   signifikant	   überexprimiert	   wird	   (Jung	   et	   al.,	   2006)	   und	   dass	  
durch	  eine	  RNAi	  basierte	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  zum	  einen	  die	  Migrationsfähigkeit	  von	  
Prostatakarzinomzellen	  deutlich	  gehemmt	  und	  zum	  anderen	  die	  Sensitivität	  gegenüber	  dem	  ER-­‐Stress	  
induzierenden	  SERCA-­‐Inhibitor	  Thapsigargin	  erhöht	  wird	  (Greiner	  et	  al.,	  2010).	  	  
So	   konnte	   in	   den	   vergangenen	   Jahren	   ein	   kausaler	   Zusammenhang	   zwischen	   Proteinen	   des	   ER-­‐
Transport-­‐Komplexes	   und	   einer	  Vielzahl	   von	   Erkrankungen	  des	  Menschen	  aufgezeigt	  werden,	  wobei	  
die	   zu	   Grunde	   liegenden	   pathogenetischen	   Mechanismen	   in	   den	   meisten	   Fällen	   noch	   weitgehend	  
unverstanden	  sind.	  	  
	  
	  
2.7 Molekulare	  Grundlagen	  der	  Zellmigration	  
	  
Da	   im	   Rahmen	   dieser	   Arbeit	   zahlreiche	   Untersuchungen	   zum	  Migrationsverhalten	   von	   Lungen-­‐	   und	  
Schilddrüsenkarzinomzellen	   sowie	   nicht	   neoplastischen	   Zellen	   durchgeführt	   wurden,	   sollen	   zum	  
besseren	  Verständnis	  der	  nachfolgend	  geschilderten	  Ergebnisse	  sowie	  der	  Diskussion	  die	  molekularen	  
Grundlagen	   der	   Zellmigration	   und	   des	   invasiven	   Wachstums	   von	   Tumorzellen	   nach	   heutigem	  
Kenntnisstand	  kurz	  dargestellt	  werden.	  	  
Entscheidend	   für	   die	   zielgerichtete	   Migration	   von	   Zellen	   ist	   die	   lokale	   Polymerisation	   und	  
Depolymerisation	   von	   Aktinfilamenten	   zur	   Ausbildung	   von	   Lamellipodien	   und	   Filopodien	   im	   Bereich	  
des	   Leitsaums	   („leading	   edge“)	   sowie	   das	   Ausbilden	   von	   Haftstrukturen	   wie	   Integrinen,	   die	   einen	  
Kontakt	   zwischen	   der	   Extrazellulärmatrix	   und	   den	   Zytoskelettstrukturen	   herstellen	   (Pollard	   et	   al.,	  
2003).	   Induziert	  werden	  diese	  Prozesse	  durch	  Chemokine,	  die	  als	  Lockstoffe	  auf	  die	  Zelle	  wirken	  und	  
über	   verschiedene	   Rezeptoren	   komplexe	   intrazelluläre	   Signaltransduktionsprozesse	   in	   Gang	   setzen.	  
Beispielsweise	   bindet	   der	   Hepatocyte	   growth	   factor	   (HGF/SF)	   an	   den	   Rezeptor	   Met,	   worauf	   durch	  
dessen	   intrinsische	   Kinaseaktivität	   die	   Met-­‐β-­‐Untereinheit	   phosphoryliert	   und	   so	   aktiviert	   wird.	   Es	  
folgt	   die	   Aktivierung	   einer	   großen	   Zahl	   von	   Signalmolekülen	   wie	   beispielsweise	   Gab1,	   PI3KA,	   PLCγ,	  
Grb10,	   Scr	   und	   Grb2.	   Ebenso	   werden	   auch	   kleine	   G-­‐Proteine	   wie	   Rho-­‐GTPasen	   sowie	   das	   Protein	  
WASP/WAVE	   aktiviert	   und	   stimulieren	   ihrerseits	   über	   die	   Aktivierung	   des	   Proteins	   Arp2/3	   die	  
Ausbildung	   eines	   Aktinnetzwerks	   am	   Führungssaum	   („branching“)	   und	   damit	   den	   Aufbau	   von	  
Lamellipodien	   und	   Filopodien	   (Birchmeier	   et	   al.,	   2003).	   Auch	   durch	   Integrine	   werden	   Rho-­‐GTPasen	  
aktiviert	  und	  damit	  das	  lokale	  Wachstum	  des	  Aktinnetzwerkes	  induziert.	  Neben	  Arp2/3	  spielen	  weitere	  
mit	  den	  Aktinfilamenten	  assoziierte	  Proteine	  eine	  entscheidende	  Rolle	  beim	  Migrationsprozess.	  Dazu	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zählen	   Capping-­‐Proteine,	   das	   Aktinmonomer	   bindende	   Protein	   Profilin,	   das	   die	   Depolymerisation	  
stimulierende	  Protein	  Cofilin	  sowie	  F-­‐Aktin-­‐quervernetzende	  Proteine	  (linking-­‐Proteine)	  wie	  α-­‐Aktintin	  
und	   Filamin	   A	   (Svitkina	   und	   Borisy,	   1999).	   Daneben	   konnte	   beobachtet	   werden,	   dass	   an	   dem	  
Führungssaum	  der	  Zelle	  und	  dem	  der	  Migrationsrichtung	  abgewandten	  Zellpol	  die	  gleichen	  Moleküle	  
in	   unterschiedlichen	   Aktivitätsstadien	   sowie	   Konzentrationen	   zu	   finden	   sind.	   So	   wird	   am	  
Führungssaum	   die	   Phosphorylierung	   von	   Phosphatidylinositol-­‐4-­‐5-­‐bisphosphat	   (PIP2)	   zu	  
Phosphatidylinositol-­‐3-­‐4-­‐5-­‐triphosphat	  (PIP3)	  durch	  eine	  hohe	  Aktivität	  von	  Phosphoinositid-­‐3-­‐kinasen	  
(PI3K)	   stimuliert,	   wodurch	   wiederum	   Integrine	   als	   Kontaktstrukturen	   zur	   extrazellulären	   Matrix	  
ausgebildet	   werden.	   Dagegen	   wird	   an	   dem	   der	   Migrationsrichtung	   abgewandten	   Zellpol	   die	   PIP3-­‐
Synthese	   durch	   eine	   hohe	   Aktivität	   von	   PTEN	   gehemmt.	   So	   wird	   durch	   die	   lokal	   unterschiedliche	  
Aktivierung	   von	   Signaltransduktionsprozessen	   die	   Zellpolarität	   und	   damit	   eine	   entscheidende	  
Grundlage	   der	   gerichteten	   Zellmigration	   gewährleistet.	   Auch	   konnte	   als	   wesentliche	   molekulare	  
Grundlage	  der	  Migration	  von	  epithelialen	  Tumorzellen	  und	  damit	  der	  Grundlage	  der	  Metastasierung	  
ein	   Abbau	   des	   an	   der	   Aufrechterhaltung	   von	   Zell-­‐Zell-­‐Kontakten	   beteiligten	   Proteins	   E-­‐Cadherin	  
beschrieben	  werden	  (Cavallaro	  et	  al.,	  2001).	  Dieser	  Abbau	  wird	  ebenso	  wie	  die	  vermehrte	  Expression	  
von	  Arp2/3	  durch	  aktivierte	  Rho-­‐GTPasen	  stimuliert	  (Kaibuchi	  et	  al.,	  1999).	  Andere	  Adhäsionsmoleküle	  
wie	  N-­‐Cadherin,	   die	   im	  Gegensatz	   zu	   E-­‐Cadherin	   keine	   Zell-­‐Zell-­‐Kontakte	   ausbilden,	   sondern	   für	   die	  
Interaktion	  mit	  der	  Extrazellulärmatrix	  von	  entscheidender	  Bedeutung	  sind,	  werden	  dagegen	  vermehrt	  
synthetisiert	   (Li	   et	   al.,	   2001).	   So	   kann	   sich	   die	   Krebszelle	   aus	   ihrem	   Zellverband	   lösen,	   in	   der	  
Extrazellulärmatrix	   migrieren	   und	   schließlich	   nach	   Invasion	   in	   Blut-­‐	   und	   Lymphgefäße	   Metastasen	  
ausbilden.	  Darüber	  hinaus	  konnte	  in	  den	  vergangenen	  Jahren	  eine	  wesentliche	  Beteiligung	  von	  Ca2+	  bei	  
der	   Zellmigration	   nachgewiesen	   werden.	   So	   werden	   an	   dem	   der	   Migrationsrichtung	   abgewandten	  
Zellpol	  durch	  die	  amöboide	  Bewegung	  der	  Zelle	  in	  Kombination	  mit	  noch	  bestehenden	  Haftstrukturen	  
Spannungskräfte	  erzeugt,	  die	  mechanisch	  gesteuerte	  Ca2+-­‐Kanäle	  öffnen	  (Lee	  et	  al.,	  1999).	  Durch	  den	  
Ca2+-­‐Einstrom	  wird	   der	   lokale	   Abbau	   von	   Integrinen	   induziert,	  wobei	   die	   diesem	   Prozess	   zu	  Grunde	  
liegenden	   Signaltransduktionswege	   noch	   weitgehend	   unbekannt	   sind.	   Ca2+	   spielt	   aber	   auch	   eine	  
entscheidende	   Rolle	   im	   Bereich	   des	   Führungssaums,	  wo	   die	   Aktivität	   des	  mit	   Aktin	   interagierenden	  
und	   für	   die	   aktive	   Fortbewegung	   der	   Zelle	   essentiellen	  Motorproteins	   	  Myosin	   II	   durch	   die	  myosin-­‐
light-­‐chain-­‐kinase	   (MLCK)	   sowie	   die	   myosin-­‐light-­‐chain-­‐phosphatase	   (MLCP)	   gesteuert	   wird.	   Die	  
Aktivität	   der	   letztgenannten	   Enzyme	   wird	   ihrerseits	   wiederum	   wesentlich	   durch	   die	   zelluläre	   Ca2+-­‐
Konzentration	   gesteuert,	   wobei	   eine	   hohe	   Ca2+-­‐Konzentration	   die	   MLCK	   aktiviert	   sowie	   die	   MLCP	  
inhibiert	  und	  eine	  niedrige	  Ca2+-­‐Konzentration	  die	  MLCK	  inhibiert	  sowie	  die	  MLCP	  aktiviert.	  Da	  Myosin	  
II	   nur	   dann	   aktiv	   ist,	   wenn	   die	   leichte	   Myosinkette	   durch	   die	   MLCK	   phosphoryliert	   wird	   ist	   die	  
dynamische	   Fortbewegung	   der	   Zelle	   im	   Bereich	   des	   Führungssaums	   entscheidend	   von	   einer	   hohen	  
Ca2+-­‐Konzentration	  abhängig	  (Ridley	  et	  al.,	  2003).	  Zudem	  konnte	  gezeigt	  werden,	  dass	  die	  Prozesse	  der	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Zellmigration	   sowie	   -­‐invasion	   wesentlich	   von	   periodischen	   intrazellulären	   spikes	   der	   Ca2+-­‐Konzen-­‐
tration	   abhängig	   sind,	   die	   durch	   eine	   sich	   unidirektional	   in	   der	   Zelle	   ausbreitende	   Ca2+-­‐Welle	  
hervorgerufen	  werden	  (Huang	  et	  al.,	  2004).	  	  
	  
	  
Abb.6:	  Molekulare	  Grundlagen	  der	  Zellmigration	  und	  des	  invasiven	  Wachstums	  von	  Tumorzellen.	  Entscheidend	  
für	   die	   zielgerichtete	   Migration	   von	   Zellen	   ist	   die	   lokale	   Polymerisation	   und	   Depolymerisation	   von	  
Aktinfilamenten	   zur	   Ausbildung	   von	   Lamellipodien	   und	   Filopodien	   im	   Bereich	   des	   Leitsaums	   („leading	   edge“)	  
sowie	  der	  Aufbau	  von	  Haftstrukturen	  wie	  Integrinen,	  die	  einen	  Kontakt	  zwischen	  der	  Extrazellulärmatrix	  und	  den	  
Zytoskelettstrukturen	  der	  Zelle	  herstellen.	  Diese	  Prozesse	  werden	  von	  einer	  Vielzahl	  weiterer	  Proteine	  gesteuert	  
und	  in	  ihrer	  Aktivität	  beeinflusst	  (nähere	  Erläuterungen	  siehe	  Text).	  
	  
Entscheidend	   an	  der	  Ausbildung	  dieser	   Ca2+-­‐spikes	   beteiligt	   sind	   „low	   voltage-­‐activated“	  Ca2+-­‐Kanäle	  
(LVA)	   und	   „nonvoltage	   gated“	   Ca2+-­‐Kanäle	   (NGA),	   deren	   Blockade	   zu	   einer	   deutlichen	   Inhibition	   der	  
Migration	   und	   Invasion	   der	   untersuchten	   Zellen	   führt.	   Des	   weiteren	   konnte	   nachgewiesen	   werden,	  
dass	   Integrine	   im	  Rahmen	  des	  Migrationsprozesses	  durch	  die	  Aktivierung	   verschiedener	   Signaltrans-­‐
duktionsprozesse	   die	   intrazelluläre	   Ca2+-­‐Konzentration	   erhöhen	   und	   dadurch	   die	   eigene	   Aktivierung	  
induzieren	  können	  (Sjaastad	  und	  Nelson,	  1997).	  
Auch	  im	  Kontext	  der	  Karzinogenese	  wurden	  entscheidende	  Erkentnisse	  zur	  Zellmigration	  als	  Grundlage	  
des	   invasiven	   Wachstums	   und	   der	   Metastasierung	   gewonnen.	   So	   konnte	   gezeigt	   werden,	   dass	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verschiedene	   Tumorarten	   nicht	   nur	   den	   wesentlich	   bei	   der	   Zellmigration	   beteiligten	   Met-­‐Rezeptor	  
sondern	   auch	   dessen	   Liganden	   HGF/SF	   vermehrt	   synthetisieren	   (Birchmeier	   et	   al.,	   2003).	   Dadurch	  
steigern	   die	   Krebszellen	   ihr	   Potential	   zu	   invasivem	  Wachstum	   und	   stimulieren	   die	   eigene	  Migration	  
durch	   selbst	   sezernierte	   Chemokine,	   also	   auf	   para-­‐	   und	   autokrinem	   Weg.	   Eine	   solche	   autokrine	  
Stimulation	  der	  Migration	  durch	  MET-­‐	  und	  HGF/SF-­‐Überexpression	  wurde	  sowohl	  bei	  Lungen-­‐	  als	  auch	  
bei	   Schilddrüsenkarzinomen	   nachgewiesen	   (Birchmeier	   et	   al.,	   2003).	   Eine	   andere	   Arbeitsgruppe	  
untersuchte	   Lungenkarzinome	   mit	   dem	   Ziel	   molekulare	   Korrelate	   der	   wesentlich	   von	   der	  
Migrationsfähigkeit	   der	   Tumorzellen	   abhängigen	   Metastasierung	   zu	   finden	   (Petersen	   et	   al.,	   2000),	  
jedoch	   konnte	  bei	   der	   vergleichenden	  Untersuchung	  der	  Genexpression	   in	  metastasierten	  und	  nicht	  
metastasierten	   Lungenkarzinomen	   kein	   für	   die	   metastasierten	   Tumoren	   typisches	   Genexpressions-­‐
muster	  identifiziert	  werden.	  Es	  wurde	  lediglich	  gezeigt,	  dass	  die	  metastasierten	  Tumoren	  eine	  höhere	  
Zahl	  an	  genetischen	  Aberrationen	  aufweisen	  und	  dass	  eine	  Deletion	  des	  Chromosomenabschnittes	  4p	  
sowie	  eine	  1p-­‐Amplifikation	  gehäuft	  auftreten.	  	  	  
So	   konnten	   zusammengefasst	   in	   den	   letzten	   Jahren	   wesentliche	   molekulare	   Grundlagen	   der	  
Zellmigration	   und	   deren	   Rolle	   im	   Rahmen	   der	   Karzinogenese	   identifiziert	   sowie	   auf	   diesen	  
Erkenntnissen	  basierend	  neue	  Angriffspunkte	  für	  Therapeutika	  (vgl.	  1.1)	  aufgedeckt	  werden.	  	  	  	  	  
	  
	  
2.8 Molekulare	  Grundlagen	  des	  ER-­‐Stress	  und	  der	  „unfolded	  protein	  response“	  (UPR)	  
	  
Da	  im	  Diskussionsteil	  dieser	  Arbeit	  mögliche	  Zusammenhänge	  zwischen	  Thapsigargin-­‐induziertem	  ER-­‐
Stress,	  einer	  kompensatorischen	  „unfolded	  protein	  response“	  (UPR)	  und	  der	  Funktion	  von	  Sec62	  in	  der	  
Tumorzellbiologie	   basierend	   auf	   Ergebnissen	   verschiedener	   Zellkulturversuche	   diskutiert	   werden,	  
sollen	  zum	  besseren	  Verständnis	  die	  molekularen	  Grundlagen	  dieser	  Prozesse	  kurz	  erläutert	  werden.	  
Der	   Begriff	   ER-­‐Stress	   beschreibt	   ursprünglich	   eine	   Situation,	   in	   der	   die	   Proteinsyntheserate	   die	  
Kapazität	  der	  Zelle	  zur	  Proteinfaltung	  und	  Proteinmodifikation	  übersteigt,	  wodurch	  das	  physiologische	  
Gleichgewicht	   des	   ER	   gestört	   wird	   (Seyle,	   1985).	   Charakteristischerweise	   reagiert	   die	   Zelle	   auf	   eine	  
solche	   Stresssituation	   mit	   der	   Induktion	   eines	   komplexen	   molekularen	   Signaltransduktions-­‐
mechanismus,	  der	   im	  gesamten	  als	   „unfolded	  protein	   response“	   (UPR)	  bezeichnet	  wird.	   Im	  Rahmen	  
einer	   solchen	   UPR	  werden	   die	   zellulären	   Prozesse	   der	   Proteinsynthese,	   des	   Proteintransportes,	   der	  
Proteinfaltung	   und	   der	   Proteindegradation	   so	   in	   ihrer	   Aktivität	   gesteuert,	   dass	   das	   physiologische	  
Gleichgewicht	   des	   ER	   wieder	   hergestellt	   werden	   kann.	   Über	   diese	   ursprüngliche	   Definition	  
hinausgehend	   konnte	   gezeigt	   werden,	   dass	   ER-­‐Stress	   nicht	   nur	   durch	   eine	   Akkumulation	   von	  
fehlgefalteten	  oder	  noch	  nicht	   vollständig	   gefalteten	  Proteinen	   im	  ER	   induziert,	   sondern	  auch	  durch	  
einen	   gestörten	   Lipidmetabolismus,	   physiologische	   Differenzierungsprozesse	   der	   Zellen,	   virale	  
2.	  	  	  	  	  Einleitung	  
	  
	   22	  
Infektionen	   und	   einen	   Ca2+-­‐Efflux	   aus	   dem	   ER	   ausgelöst	   werden	   kann	   (Calfon	   et	   al.,	   2002).	   Dabei	  
führen	   alle	   im	   Rahmen	   der	   UPR	   aktivierten	   Signaltransduktionsprozesse	   zu	   charakteristischen	  
Veränderungen	  der	  Zellphysiologie.	  So	  kommt	  es	  zu	  einer	  Inhibition	  von	  Transkription	  und	  Translation	  
im	   Allgemeinen,	   um	   das	   ER	   nicht	   zusätzlich	   mit	   neu	   synthetisierten	   Proteinen	   zu	   überladen,	   die	  
Phospholipidsyntheserate	   wird	   erhöht,	   wodurch	   das	   ER	   insgesamt	   vergrößert	   und	   damit	   seine	  
Kapazität	  gesteigert	  werden	  kann,	  Chaperone	  und	  Faltungsenzyme	  werden	  vermehrt	  synthetisiert,	  um	  
die	   Proteinfaltung	   zu	   beschleunigen	   und	   es	   kommt	   zu	   einem	   gesteigerten	   Abbau	   fehlgefalteter	  
Proteine	   über	   eine	   Aktivierung	   der	   ER-­‐assoziierten	   Proteindegradation	   (ERAD)	   (Harding	   et	   al.,	   1999;	  
Travers	   et	   al.,	   2000).	   Bei	   sehr	   ausgeprägtem	   oder	   lange	   andauerndem	   ER-­‐Stress	   kommt	   es	   zur	  
Apoptoseinduktion	  sofern	  die	  Zelle	  durch	  die	  geschilderten	  kompensatorischen	  Mechanismen	  nicht	  in	  
der	  Lage	  sein	  sollte	  wieder	  einen	  physiologischen	  Zustand	  zu	  erreichen.	  Die	  Apoptoseinduktion	  durch	  
ER-­‐Stress	   stellt	   dabei	   einen	   pathogenetisch	   entscheidenden	   Prozess	   bei	   einer	   Vielzahl	   von	  
neurodegenerativen	   sowie	   anderen	   Erkrankungen	   dar,	   in	   deren	  Rahmen	   es	   durch	   die	  Akkumulation	  
fehlgefalteter	   Proteine	   zum	   Zelluntergang	   kommt	   (Davis	   et	   al.,	   1999)	   und	   ist	   daher	   von	   großem	  
Interesse	  für	  die	  medizinische	  Forschung.	  Eine	  Übersicht	  über	  die	  im	  Rahmen	  einer	  UPR	  ablaufenden	  
molekularen	  Signaltransduktionsprozesse	  zeigt	  Abbildung	  7.	  	  
Im	  Wesentlichen	   werden	   durch	   ER-­‐Stress	   verschiedenster	   Art	   drei	   molekulare	   „pathways“	   mit	   den	  
Schlüsselmolekülen	  ATF6,	  IRE1	  und	  PERK	  induziert	  (Schröder	  und	  Kaufmann,	  2005).	  Dabei	  stellen	  alle	  
drei	  Moleküle	  Transmembranproteine	  des	  ER	  dar.	  Da	  BiP	  bei	  ER-­‐Stress	  größtenteils	  in	  die	  Faltung	  und	  
Qualitätskontrolle	  ER-­‐luminaler	  Proteine	  eingebunden	  ist,	  bindet	  es	  seltener	  an	  die	  luminale	  Domäne	  
von	  ATF6,	  wodurch	  basierend	  auf	  noch	  nicht	  im	  einzelnen	  aufgeklärten	  Signaltransduktionsprozessen	  
ein	   Transport	   von	  ATF6	   zum	  Golgi-­‐Apparat	   stattfindet	   (Shen	   et	   al.,	   2002).	  Dort	  wird	  ATF6	  durch	  die	  
Site-­‐1-­‐Protease	   in	   der	   luminalen	   Domäne	   und	   durch	   die	   Site-­‐2-­‐Protease	   in	   der	   N-­‐terminalen,	  
membranverankerten	  Domäne	  gespalten	  wodurch	  sich	  der	  cytosolische	  Teil	  des	  Proteins	   löst.	  Dieser	  
besitzt	   auf	   Grund	   einer	   Leucin-­‐Zipper-­‐Struktur	   (bZIP)	   die	   Aktivität	   eines	   Transkriptionsfaktors	   und	  
bindet	   nach	   Translokation	   in	   den	   Zellkern	   mit	   Hilfe	   des	   „Nuclear	   Factor	   Y“	   (NF-­‐Y)	   an	   „ATF/cAMP	  
response	   elements“	   (CRE)	   sowie	   die	   „ER-­‐Stress	   response	   elements“	   1	   und	   2	   (ERSE1,	   ERSE2).	   Neben	  
ATF6	  kommt	  es	  bei	  ER-­‐Stress	  ebenfalls	   zu	  einer	  Aktivierung	  der	  ER-­‐Transmembranproteine	   IRE1	  und	  
PERK	   (Liu	   et	   al.,	   2002).	   Beide	   Proteine	   weisen	   luminale,	   ER-­‐Stress-­‐regulierte	   Di-­‐	   und	  
Oligomerisierunsdomänen	  auf,	  wobei	  es	  bei	  ER-­‐Stress	  zu	  einer	  Zusammenlagerung	  mehrerer	  Moleküle	  
und	  damit	   einer	  Aktivierung	  kommt.	  Die	  Oligomerisierung	  wird	  dabei	   vermutlich	  dadurch	  gesteuert,	  
dass	   unter	   physiologischen	   Bedingungen	   BiP	   die	   Di-­‐	   und	   Oligomerisierungsdomänen	   von	   IRE1	   und	  
PERK	   blockiert,	   bei	   ER-­‐Stress	   jedoch	   vermehrt	   mit	   der	   Proteinfaltung	   und	   Qualitätskontrolle	  
beschäftigt	   ist,	   wodurch	   die	   Blockade	   der	   luminalen	   Domänen	   aufgehoben	   wird.	   PERK	   induziert	   in	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aktivierter	  Form	  eine	  Phosphorylierung	  des	  eukaryontischen	  Translationsinitiationsfaktors	  2α	   (eIF2α)	  
und	  des	  Transkriptionsfaktors	  Nrf2.	  
	  
	  
Abb.7:	   Molekulare	   Signaltransduktionsprozesse	   im	   Rahmen	   einer	   UPR.	   Als	   physiologische	   Reaktion	   auf	   ER-­‐
Stress	   induziert	   die	   Zelle	   eine	   Reihe	   von	   Signaltransduktionsprozessen,	   die	   in	   ihrer	   Gesamtheit	   als	   UPR	  
bezeichnet	  werden.	  Zum	  einen	  kommt	  es	  dabei	  zu	  einem	  Transport	  von	  ATF6	  in	  den	  Golgi-­‐Apparat,	  wo	  durch	  die	  
Proteasen	   S1P	   und	   S2P	   der	   cytosolische	   Teil	   von	   ATF6	   (bZIP)	   mit	   der	   Funktion	   eines	   Transkriptionsfaktors	  
abgespalten	   und	   anschließend	   in	   den	   Kern	   transloziert	   wird.	   Dort	   bindet	   der	   Transkriptionsfaktor	   an	   ERSE1-­‐,	  
ERSE2-­‐	   und	   CRE-­‐Motive	   der	   DNA.	   Zudem	   kommt	   es	   durch	   fehlende	   Blockade	   der	   Dimerisierungs-­‐	   bzw.	  
Oligomerisierungsdomänen	  der	  ER-­‐Transmembranproteine	  IRE1	  und	  PERK	  durch	  BiP	  zu	  einer	  Dimerisierung	  bzw.	  
Oligomerisierung	  dieser	  Proteine	  und	  damit	  einer	  Aktivierung.	  PERK	  phosphoryliert	  so	  zum	  einen	  eiF2α,	  was	  zu	  
dessen	   Inaktivierung	   und	   damit	   einer	   Hemmung	   der	   Translation	   im	   Gesamten	   führt,	   und	   zum	   anderen	   den	  
Transkriptionsfaktor	  Nrf2,	  der	  sich	  dadurch	  von	  seinem	  Inhibitor	  Keap-­‐1	   löst	  und	   in	  den	  Kern	  transloziert	  wird.	  
Dort	  bindet	  Nrf2	  an	  ARE-­‐Elemente	  der	  DNA.	  Das	  aktivierte	  IRE1	  autophosphoryliert	  zum	  einen	  seine	  cytosolische	  
Domäne	  mit	  einer	  RNAse-­‐Funktion,	  wodurch	  transkribierte	  mRNA	  abgebaut	  und	  damit	  die	  Proteinexpression	  im	  
Gesamten	   gehemmt	   wird,	   und	   aktiviert	   zum	   anderen	   seine	   cytosolische	   Endoribonukleasedomäne,	   die	   ein	  
Splicing	  der	  mRNA	  des	  Transkriptionsfaktors	  XBP-­‐1	  induziert,	  wodurch	  dieser	  ebenfalls	  aktiviert	  und	  in	  den	  Kern	  
transloziert	  wird.	  Dort	  bindet	  XBP-­‐1	  an	  UPRE-­‐,	  URS-­‐1-­‐	  und	  SACE-­‐Motive	  der	  DNA.	  Letztlich	  führen	  alle	  genannten	  
Prozesse	  gemeinsam	  zu	  einer	  Hemmung	  von	  Transkription	  und	  Translation	  sowie	  zu	  einer	  gesteigerten	  Aktivität	  
der	  ERAD,	  der	  Phospholipidsynthese,	  der	  Apoptoseinduktion	  sowie	  der	  Chaperon-­‐	  und	  Faltungsenzyminduktion.	  	  
	  
Durch	   die	   Phosphorylierung	   und	   damit	   Inaktivierung	   von	   eIF2α	   	   wird	   die	   Translationsinitiation	   und	  
somit	  auch	  der	  gesamte	  Translationsprozess	  gehemmt.	  Dadurch	  erreicht	  die	  Zelle	  eine	  Reduktion	  der	  
Proteinsyntheserate,	  so	  dass	  das	  ER	  nicht	  noch	  zusätzlich	  mit	  neu	  synthetisierten	  Proteinen	  überladen	  
wird.	  Der	  Transkriptionsfaktor	  Nrf2	  wird	  durch	  die	  Phosphorylierung	  im	  Gegensatz	  zu	  eIF2α	  aktiviert,	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löst	   sich	   von	   seinem	   Inhibitor	   Keap-­‐1,	   wird	   in	   den	   Kern	   transloziert	   und	   bindet	   an	   „Antioxidant	  
Response	   Elements“	   (ARE)	   der	   DNA	   (Cullinan	   et	   al.,	   2003).	   	   Durch	   die	   Dimerisierung	   bzw.	  
Oligomerisierung	   von	   IRE1	   werden	   durch	   Autophosphorylierung	   zwei	   verschiedene	   cytosolische	  
Domänen	  dieses	   ER-­‐Transmembranproteins	   aktiviert.	   Zum	  einen	  wird	   eine	   RNAse-­‐Domäne	   aktiviert,	  
durch	  die	   in	  der	  Folge	  unspezifisch	  cytosolische	  mRNAs	  gespalten	  werden,	  so	  dass	  ebenso	  wie	  durch	  
die	  Hemmung	  des	  eIF2α	  eine	  Reduktion	  der	  Proteinsyntheserate	  erreicht	  wird.	  Zum	  anderen	  kommt	  
es	  durch	  die	  Aktivierung	  einer	  cytosolischen	  Endoribonucleasedomäne	  von	  IRE1	  zu	  einem	  vermehrten	  
spezifischen	   Splicing	   der	   mRNA	   des	   Transkriptionsfaktors	   XBP-­‐1,	   der	   nachfolgend	   in	   den	   Kern	  
transloziert	   wird	   und	   an	   „Unfolded	   Protein	   Response	   Elements“	   (UPRE),	   die	   „Upstream	   Repressing	  
sequence	  1“	   (URS1)	  und	  die	  „Subtelomeric	  ATF/CREB	  GTA	  variant	  Elements“	   (SACE)	  bindet	   (Cox	  und	  
Walter,	  1996).	  	  
Letztlich	  kommt	  es	  wie	  zuvor	  beschrieben	  durch	  die	  Aktivierung	  der	  ER-­‐Transmembranproteine	  ATF6,	  
PERK	  und	  IRE1	  also	  zur	  Aktivierung	  einer	  Vielzahl	  von	  Transkriptionsfaktoren,	  die	  die	  Genexpression	  in	  
eine	  für	  die	  Kompensation	  des	  ER-­‐Stress	  sinnvolle	  Richtung	  steuern.	  So	  kommt	  es	  zu	  einer	  Hemmung	  
der	   Transkription	   und	   Translation	   im	   Gesamten,	   jedoch	   auch	   zu	   einer	   gesteigerten	   Synthese	   von	  
Chaperonen	  und	  Faltungsenzymen,	  einer	  gesteigerten	  Lipidsynthese,	  um	  das	  ER-­‐Volumen	  vergrößern	  
und	   damit	   seine	   Kapazität	   ausweiten	   zu	   können,	   einer	   Aktivierung	   der	   ER	   assoziierten	  
Proteindegradation	  (ERAD)	  zum	  Abbau	  fehlgefalteter	  oder	  zu	  sich	  langsam	  faltender	  Proteine	  sowie	  zu	  
einer	   Induktion	   von	   Apoptoseprozessen	   bei	   sehr	   stark	   ausgeprägtem	   oder	   länger	   andauerndem	   ER-­‐
Stress.	   Die	   Apoptoseinduktion	   erfolgt	   sowohl	   über	   eine	   Aktivierung	   des	   intrinsischen	   wie	   auch	   des	  
extrinsischen	  Apoptoseweges.	  Dabei	  kommt	  es	   im	  Rahmen	  einer	  UPR	  zu	  einer	  vermehrten	   Insertion	  
von	  Bax-­‐	  und	  Bak-­‐Oligomeren	  in	  die	  ER-­‐Membran,	  was	  zu	  einem	  gesteigerten	  Ca2+-­‐Efflux	  aus	  dem	  ER	  
führt	  (Scorrano	  et	  al.,	  2003).	  Ein	  so	  verursachter	  Anstieg	  der	  zytosolischen	  Ca2+-­‐Konzentration	  aktiviert	  
Calpain	   sowie	   Calcineurin,	   wodurch	   zur	   Apoptoseinduktion	   führende	   Signaltransduktionsprozesse	   in	  
Gang	   gesetzt	   werden.	   Ebenso	   kommt	   es	   zu	   einer	   Überexpression	   der	   „c-­‐Junc	   N-­‐terminal	   inhibitory	  
kinase“	   (JIK),	   die	   den	   „tumor-­‐necrosis	   factor	   receptor	   associated	   factor	   2“	   (TRAF2)	   aktiviert	   und	  
letztlich	   zur	   Ausbildung	   eines	   trimeren	   Komplexes	   aus	   IRE1α,	   TRAF2	   und	   der	   „Apoptosis	   signal-­‐
regulating	  kinase	  1“	   (ASK1)	   führt.	  Dadurch	  werden	  wiederum	  ASK1	   	  sowie	  die	  c-­‐Junc-­‐aminoterminal-­‐
kinase	  aktiviert	  und	  schießlich	  der	  Zelltod	  induziert	  (Nishitoh	  et	  al.,	  2002).	  Unter	  welchen	  Bedingungen	  
die	   Zelle	   dabei	   durch	   die	   kompensatorischen	   Prozesse	   im	   Rahmen	   der	   UPR	   zur	   physiologischen	  
Funktion	   zurückkehren	   kann	   und	  wann	   es	   zur	   Apoptoseinduktion	   kommt,	   konnte	   bisher	   noch	   nicht	  
aufgeklärt	  werden.	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2.9 Zielsetzung	  der	  Arbeit	  
	  
Ausgangspunkte	   der	   in	   dieser	   Arbeit	   beschriebenen	   Untersuchungen	   stellten	   zum	   einen	   die	   zuvor	  
geschilderten	  Analysen	   zur	  Rolle	   von	  Sec62	  beim	  Prostatakarzinom	   (Jung	  et	  al.,	   2006;	  Greiner	  et	  al.,	  
2010	  und	  2011)	  sowie	  zum	  anderen	  ein	  „Multi-­‐tissue-­‐tumor-­‐microarray“	  von	  2071	  Gewebeproben	  des	  
pathologischen	   Instituts	   der	   Universität	   Basel	   dar,	   durch	   das	   ein	   erhöhter	   Sec62-­‐Proteingehalt	   in	  
Lungenkarzinomen	   (96%	   aller	   Tumoren	   positiv)	   sowie	   Schilddrüsenkarzinomen	   (92%	   aller	   Tumoren	  
positiv)	   verglichen	  mit	   dem	   gesunden	   Vergleichsgewebe	   (0%	   des	   gesunden	   Lungengewebes	   positiv,	  
14%	  des	  gesunden	  Schilddrüsengewebes	  positiv)	  nachgewiesen	  werden	  konnte	  (Greiner	  et	  al.,	  2010).	  	  
Darauf	   aufbauend	   sollten	   die	   im	   Folgenden	   beschriebenen	   Untersuchungen	   dazu	   dienen,	   die	  
Bedeutung	   des	   SEC62-­‐Gens	   als	   potentiellen	   diagnostischen	  wie	   auch	   als	   prognostischen	  Marker	   bei	  
Lungenkarzinompatienten	  durch	  eine	  quantitative	  Analyse	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  in	  Tumorproben	  
und	  gesundem	  Gewebe	   zu	  evaluieren,	  mögliche	  Korrelationen	  des	   Sec62-­‐Gehaltes	  der	  untersuchten	  
Tumoren	   mit	   klinischen	   und	   pathologischen	   Daten	   der	   zugehörigen	   Patienten	   zu	   identifizieren	   und	  
funktionelle	   Aspekte	   zur	   Rolle	   des	   SEC62-­‐Gens	   bei	   der	   Karzinogenese	   von	   Lungen-­‐	   und	  
Schilddrüsenkarzinomen	  sowie	  beim	  Prozess	  der	  Migration	  von	  Tumorzellen	  darzustellen.	  
Somit	  besteht	  die	  Hauptzielsetzung	  der	  Arbeit	   in	  der	  Untersuchung	  der	  Rolle	  von	  Sec62	  bei	   Lungen-­‐	  
und	   Schilddrüsenkarzinomen	   hinsichtlich	   vielfältiger	   klinischer	   und	   pathogenetischer	   Aspekte	  
basierend	   auf	   der	   proteinbiochemischen	   Analyse	   von	   Gewebeproben	   sowie	   funktionellen	  
Untersuchungen	  durch	  Zellkulturexperimente.	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3.	   Material	  und	  Methoden	  
	  
3.1	   Material	  
	  
3.1.1	   Geräte	  und	  Verbrauchsmaterialien	  
	  
Abimed,	  Düsseldorf:	  	   	   	   	   	   Gilson-­‐Pipetten	  
ACEA	  Bioscience	  Inc.,	  San	  Diego,	  CA,	  USA:	   	   E-­‐Plate	  96	  
Applied	  Biosystems,	  Foster	  City,	  CA,	  USA:	   StepOnePlus	  Real-­‐Time	  PCR	  System,	  
StepOnePlus	  Software,	  	  
BD	  Biosciences,	  Bedford,	  MA,	  USA:	   Zellkulturflaschen,	  Falcon	  Inserts	  HTS	  Fluoro-­‐
Blok	  
Bio-­‐Rad,	  München:	  	   Tank-­‐Blot-­‐Apparatur,	  Spannungsgerät	  Power-­‐
PAC	  300,	  Microseal	  96-­‐Well	  Semi-­‐Skirted	  PCR	  
Plates	  (Full-­‐Height)	  
Difco	  Laboratories,	  Detroit,	  MI,	  USA:	   	  	   Bacto	  Agar	  
Eppendorf,	  Hamburg:	  	   Tischzentrifuge	  (Centrifuge	  5415),	  
Heizinkubator	  (Thermostat	  5320),	  
Tischkühlzentrifuge	  (Centrifuge	  5402)	  
Fermentas	  Life	  Sciences,	  Waltham,	  MA,	  USA:	   	   Page	  Ruler	  Prestained	  Protein	  Ladder	  
GE	  Healthcare,	  Chalfont	  St	  Giles,	  Großbritannien:	   Typhoon-­‐Imager	  
Gelaire	  Flow	  Laboratories,	  Meckenheim:	   	   Sterilbank	  TC72	  
Gerhard	  Menzel	  GmbH,	  Braunschweig:	   	  	   Super-­‐Frost	  Objektträger	  
Greiner	  bio-­‐one	  GmbH,	  Gremsmünster,	  Österreich:	   Gewebe-­‐	  und	  Suspensionskulturflaschen	  250	  
ml	  (75	  cm2),	  50	  ml	  (25	  cm2);	  Zellkultur-­‐
Multiwell-­‐Platten	  6,	  12,	  24	  Well-­‐Platten;	  
Zellkulturschalen	  ∅	  3,5	  cm,	  6	  cm,	  10	  cm;	  Cryo-­‐s	  
Kryoröhrchen	  
Heraeus,	  Hanau:	   	   	   	   Bactifuge	  
Invitrogen	  GmbH,	  Karlsruhe:	   GIBCO	  DMEM	  +	  GlutaMAX;	  OPTI-­‐MEM	  I	  +	  
GlutaMAX;	  PBS	  pH	  7,2;	  Countess	  (automated	  
cell	  counter)	  
IKA,	  Staufen:	   	   	   	   Magnetrührer	  Combimag	  RCT	  
Julabo,	  Seelbach:	   	   	   	   Wasserbäder	  
KGW	  Isotherm,	  Karlsruhe:	   	   	   	   Dewargefäße	  
Leica	  Microsystems,	  Wetzlar	   Rotationsmikrotom	  SM2400	   	  
Millipore	  Co.,	  Bedford,	  MA,	  USA:	   Immobilion-­‐P-­‐Transfermembranen	  
(Porengröße	  0,45	  µm)	  
Nikon,	  Tokio,	  Japan:	   Fluoreszenzmikroskop	  Eclipse	  TE2000-­‐S;	  NIS-­‐
Elements-­‐Software	  
Qiagen,	  Hilden:	   HiPerFect	  Transfection	  Reagent,	  RNase-­‐Free	  
DNase	  Set	  (50),	  QIAamp-­‐DNA-­‐Mini-­‐Kit	  
PAA,	  Pasching,	  Österreich:	   	   	   RPMI	  1640	  Ready	  Mix	  
Roche,	  Mannheim:	   FuGENE	  HD	  Transfection	  Reagent,	  WST-­‐1	  
Reagent,	  LightCycler-­‐FastStart-­‐DNA-­‐Master-­‐
SYBR-­‐Green-­‐1-­‐Kit	  ,	  xCELLigence	  Real	  Time	  Cell	  
Analyzer	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Sarstedt,	  Nümbrecht:	   Pipettenspitzen,	  Reaktionsgefäße	  (1,5	  ml,	  2	  
ml),	  Zentrifugierröhrchen	  (15	  ml,	  50	  ml)	  
Sartorius,	  Göttingen:	   	   	   	   Feinwaagen	  BP	  61,	  BP	  4100,	  LA	  420	  
Schleicher	  und	  Schüll,	  Dassel:	   	   	   	   Filterpapier	  DE81	  
Schütt,	  Göttingen:	   	   	   	   Autoklav	  
Scientific	  Industries,	  Bohemie	  N.Y.,	  USA:	   	   Vortex-­‐Mixer	  (Genie	  2TM)	  
Sigma	  Aldrich,	  Steinheim:	   	   	   	   Glass	  beads	  
Sonics	  &	  Materials	  Inc.,	  Newton,	  CT,	  USA:	   	   Ultraschallgerät	  Vibra	  Cell	  
Tecan,	  Männedorf,	  Schweiz:	   Photometer	  infinite	  M200	  pro,	  iControl-­‐
Software	  
Thermo	  Fisher	  Scientific,	  Waltham,	  MA,	  USA:	   Brutschrank	  HeraCell	  150i,	  NanoDrop	  2000	  
Spectrophotometer,	  Zentrifuge	  Jouan	  B4i	  	  
Waters-­‐Millipore,	  Milford,	  PA,	  USA:	   	   	   Milliporewasseranlage	  Milli-­‐Q	  
WTW,	  Wertheim:	   	   	   	   pH-­‐Meter	  pH537	  
Zeiss,	  Jena:	   Binokulares	  Mikroskop	  Axilab	  für	  
Hellfeldmikroskopie	  	  
	  
Elektrophoresekammern	  (Eigenbau	  der	  Werkstatt	  Biochemie	  1,	  Göttingen)	  
	  
	  
3.1.2	   Chemikalien	  
	   	  
Acrylamid	  4x,	  40%	  (w/v)	  solution	  in	  water,	  SERVA	  Electrophoresis	  GmbH,	  Art.	  10077	  
Agarpulver,	  DIFCO,	  Art.	  214030	  
Albumin	  Fraktion	  V,	  Carl	  Roth	  GmbH,	  Art.	  80763	  
AMPS,	  20%,	  Sigma-­‐Aldrich,	  Art.	  282731	  	  
Bisacrylamid,	  20%	  (w/v),	  SERVA	  Electrophoresis	  GmbH,	  Art.	  	  1068101	  
Bromphenolblau,	  Na-­‐Salz,	  SERVA	  Electrophoresis	  GmbH,	  Art.	  15375	  
Coomassie-­‐Brilliant-­‐Blue	  G250,	  Pierce,	  Art.	  20279	  
Coomassie-­‐Brilliant-­‐Blue	  R250,	  Pierce,	  Art.	  20278	  
Dimethylsulfoxid,	  Merck,	  Art.	  317275	  
Dinatriumhydrogenphosphat,	  Merck,	  Art.	  106566	  
Essigsäure,	  Merck,	  Art.109951	  
Ethanol,	  Merck,	  Art.	  8187601000	  
Ethylendiamintetraacetat	  p.a.,	  Dinatriumsalz	  Dihydrat,	  GATC	  GmbH,	  Art.	  M20112	  
Fetal	  bovine	  serum,	  Biochrom	  AG,	  Art.	  S0115	  
Formaldehyd,	  SERVA	  Electrophoresis	  GmbH,	  Art.	  3162805	  
Glycerin	  87%	  reinst,	  Merck,	  Art.	  1040912500	  
Glycin	  kristallin,	  Merck,	  Art.	  500190	  
Magermilchpulver	  Sucofin,	  TSI	  GmbH	  
Magnesiumchlorid-­‐Hexahydrat,	  Merck,	  Art.	  1058331000	  
2-­‐Mercaptoethanol,	  Sigma-­‐Aldrich,	  Art.	  M6250	  
Methanol,	  Merck,	  Art.	  822283	  
Natriumchlorid,	  Merck,	  Art.	  1064045000	  
Natriumdihydrogenphosphat-­‐Monohydrat,	  Merck,	  Art.	  1063461000	  
Natriumdodecylsulfat	  pellets,	  SERVA	  Electrophoresis	  GmbH,	  Art.	  20765	  
Natriumhydroxid,	  Art.	  106467	  
N,N,N’-­‐Tetramethylethylendiamin,	  SERVA	  Electrophoresis	  GmbH,	  Art.35925	  
NP-­‐40,	  Millipore,	  Art.	  ELCR1DC15	  
Ophiobolin	  A,	  Alexis	  Biochemicals	  GmbH,	  Art.	  270109M001	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Penicillin/Streptomycin,	  PAA	  Laboratories	  GmbH,	  Art.	  P11010	  
Salzsäure,	  Merck,	  Art.	  109057	  
TEMED,	  SERVA	  Electrophoresis	  GmbH,	  Art.	  3593002	  
12-­‐O-­‐Tetradecanoylphorbol-­‐13-­‐acetat	  (TPA),	  Sigma-­‐Aldrich,	  Art.	  P1585	  
TFP,	  Sigma-­‐Aldrich,	  Art.	  T6062	  
Thapsigargin,	  Invitrogen	  GmbH,	  Art.	  T7458	  
Tris(hydroxymethyl)-­‐aminomethan,	  Merck,	  Art.	  1083822500	  
Triton-­‐X-­‐100,	  SERVA	  Electrophoresis	  GmbH,	  Art.	  3724001	  
Trypsin-­‐EDTA,	  PAA	  -­‐	  The	  cell	  culture	  company,	  Art.	  L11-­‐004	  
Tween	  20,	  Sigma-­‐Aldrich,	  Art.	  P7949	  
	  
	  
3.1.3	   Antikörper,	  Plasmide	  und	  Primer	  
	  
Eine	  Übersicht	  über	  die	  verwendeten	  Antikörper	  und	  Plasmide	  zeigen	  die	  folgenden	  Tabellen:	  
	  
Tab.1:	  verwendete	  Antikörper	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Antikörper	   	  	  	  	  	  	  	  	  Beschreibung	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Herkunft	   	  	  	  	  Verdünnung	  
	  
Anti	  β-­‐Aktin	  
Polyklonaler	  
Peptidantikörper	  
Kaninchenserum,	  
Cell	  Signaling	  Technology,	  
Danvers	  (USA)	  
	  
1:1000	  
Anti	  BiP	   Polyklonaler	  
Peptidantikörper	  
Kaninchenserum,	  
Universität	  des	  Saarlandes	  
1:1000	  
	  
Anti	  GAPDH	  
Polyklonaler	  
Pepidantikörper	  
Kaninchenserum,	  
Santa	  Cruz	  biotechnology,	  
Santa	  Cruz	  (USA)	  
	  
1:1000	  
	  
Anti	  rabbit	  (Cy5)	  
Polyklonaler	  
Peptidantikörper,	  
fluorophorgekoppelt	  
Ziegenserum,	  
Sigma-­‐Aldrich,	  St.	  Louis	  (USA)	  
	  
1:1000	  
	  
Anti	  rabbit	  (Texas	  Red)	  
Polyklonaler	  
Peptidantikörper,	  
fluorophorgekoppelt	  
Ziegenserum,	  
Thermo	  Fisher	  Scientific,	  
Rockford	  (USA)	  
	  
1:1000	  
Anti	  Sec61α	   Polyklonaler	  
Peptidantikörper	  
Kaninchenserum,	  
Universität	  des	  Saarlandes	  
1:200	  
Anti	  Sec62	   Polyklonaler	  
Peptidantikörper	  
Kaninchenserum,	  
Universität	  des	  Saarlandes	  
1:1000	  
	  
Tab.2:	  verwendete	  Plasmide	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Plasmid	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Codierte	  Proteine	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Herkunft	  
pSEC62-­‐IRES-­‐GFP	   GFP	  
Humanes	  Sec62	  
Julia	  Benedix,	  
Universität	  des	  Saarlandes	  
Leervektor-­‐Plasmid	   GFP	   PD	  Dr	  rer.nat	  Ulrich	  Wissenbach,	  
Universität	  des	  Saarlandes	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Tab.3:	  verwendete	  Primer	  	  
Genprodukt	   Primer	   Sequenz	  5’→3’	   Größe	  (bp)	   Tm	  (°C)	  
SEC62	  F	   TCCCTTCTGAGGCAGTGTTT	   20	   57,3	  Translokationsprotein	  1	  
SEC62	  R	   GGAGTCAATGAAGCCCACAT	   20	   57,3	  
GAPDH	  F	   AACGTGTCAGTGGTGGACCTG	   21	   61,8	  Glyceraldehyd-­‐3-­‐
phosphatdehydrogenase	  	   GAPDH	  R	   AGTGGGTGTCGCTGTTGAAGT	   21	   59,8	  
PIK3CA	  F	   ATGATGCTTGGCTCTGGAAT	   20	   55,3	  Phosphoinositid-­‐3-­‐	  
kinase	  katalytisches-­‐Alpha-­‐
Polypeptid	  
PIK3CA	  R	   ATTTTTGTTGTCCAGCCACC	   20	   55,3	  
TOP2B	  F	   CAACTTTTTGCTGGCATCTG	   20	   55,3	  Topoisomerase-­‐2-­‐Beta	  
TOP2B	  R	   GCTGGAATGTCTGGAAAAGC	   20	   57,3	  
	  
	  
3.2	   DNA-­‐Extraktion	  aus	  Serum	  und	  kryokonservierten	  Gewebeproben	  
	  
Zur	   Extraktion	   von	  DNA	   aus	   Serum	  und	   kryokonservierten	  Gewebeproben	  wurde	   der	  QIAamp-­‐DNA-­‐
Mini–Kit	  (Qiagen)	  verwendet.	  
Zur	  DNA-­‐Extraktion	  aus	   Serum	  wurde	  den	  Probanden	  5	  ml	   venöses	  Blut	  peripher	  entnommen,	  nach	  
Gerinnung	  und	  der	  Sedimentation	  der	  korpuskulären	  Blutbestandteile	  bei	  2000	  rpm	  und	  RT	  für	  5	  min	  
in	  der	  Bactifuge	  zentrifugiert	  und	  der	  Überstand	  (Serum)	  abpipettiert.	  Anschließend	  erfolgte	  die	  DNA-­‐
Extraktion	   aus	   je	   200	  µl	   Serum	  mit	   dem	  QIAamp-­‐DNA-­‐Mini-­‐Kit	   gemäß	   den	   Angaben	   des	   Herstellers	  
sowie	  eine	  Quantifizierung	  und	  Beurteilung	  der	  Reinheit	  der	  extrahierten	  DNA	  nach	  der	  A260/A280–
Methode	  mit	  dem	  NanoDrop	  Spectrophotometer.	  Nur	  DNA	  mit	  einer	  A260/A280-­‐Ratio	  um	  1,8	  wurde	  
für	  die	  real-­‐time	  PCR	  verwendet.	  Die	  Effizienz	  der	  DNA-­‐Extraktion	  lag	  bei	  5	  bis	  10	  µg	  extrahierter	  DNA	  
pro	  Patientenprobe.	  
Zur	   DNA-­‐Extraktion	   aus	   kryokonservierten	   Gewebeproben	   wurden	   zunächst	   mit	   einem	  
Rotationsgefriermikrotom	  von	  jeder	  Probe	  10	  Kryoschnitte	  à	  10	  µm	  (entspricht	  10	  bis	  20	  mg	  Gewebe)	  
angefertigt	  und	  in	  ein	  1,5	  ml	  Eppendorfgefäß	  überführt.	  Anschließend	  erfolgte	  die	  DNA-­‐Extraktion	  mit	  
dem	  QIAamp-­‐DNA-­‐Mini-­‐Kit	  gemäß	  den	  Angaben	  des	  Herstellers	  sowie	  nachfolgend	  eine	  Bestimmung	  
von	   Konzentration	   und	   Reinheit	   der	   DNA	  mit	   dem	   Nanodrop	   Spectrophotometer.	   Die	   Effizienz	   der	  
DNA-­‐Extraktion	  lag	  bei	  5	  bis	  150	  µg	  extrahierter	  DNA	  pro	  Gewebeprobe.	  
Für	  die	  Anwendung	  in	  der	  real-­‐time	  PCR	  wurden	  alle	  Proben	  auf	  eine	  Konzentration	  von	  30	  ng	  DNA/µl	  
in	  Q-­‐H20	  verdünnt.	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3.3	   Real-­‐time	  PCR	  zur	  relativen	  Quantifizierung	  von	  Genen	  	  
	  
Ansatz	  1:	   	   	   	   SYBR-­‐Green-­‐1-­‐PCR-­‐Puffer-­‐Mix	  
	   	  	   	   0,5	  µM	  	   Primer	  F	  
	   	  	   	   0,5	  µM	  	   Primer	  R	  
	  
Ansatz	  2:	   	   2	  µl	   	   Q-­‐H2O	  
1	  µl	   	   DNA	  (30	  ng/µl)	  
	   	  	   	   	  
	  
Zur	   relativen	   Quantifizierung	   von	   Genen	   wurde	   eine	   real-­‐time	   PCR-­‐Methode	   verwendet,	   deren	  
Berechnungen	   auf	   einer	   Modifikation	   der	   2-­‐ΔΔCT	   (Delta-­‐Delta-­‐CT)	   Methode	   basieren	   (Livak	   und	  
Schmittgen,	  2001;	  Schmittgen	  und	  Livak,	  2008).	  Hierbei	  wird	  die	  relative	  Expression	  eines	  Zielgens	   in	  
der	   zu	  untersuchenden	  Probe	   (hier	   Tumorgewebe)	   ins	  Verhältnis	   zu	  einer	  Kontrollprobe	   (hier	   Probe	  
gesunden	   Lungengewebes	   desselben	   Patienten)	   gebracht	   und	   auf	   ein	   Referenzgen	   (hier	   GAPDH)	  
normalisiert.	   Unterschiede	   in	   der	   Kopienzahl	   wurden	   in	   einem	   Verhältnis	   dargestellt	   und	   über	   die	  
ΔΔCT-­‐Methode	  berechnet.	  Dabei	  wird	  der	  CT-­‐Wert	   (cycle	   threshold)	   für	   jede	  untersuchte	  Probe	  von	  
der	  Auswertungssoftware	  des	  PCR-­‐Gerätes	  ausgegeben	  und	  beschreibt	   letztlich	  den	  Fluoreszenzwert	  
(unter	   Verwendung	   fluoreszenzmarkierter	   Nukleotide),	   der	   über	   den	   Hintergrund	   hinaus	   gemessen	  
werden	  kann.	  Aus	  diesen	  Werten	  errechnet	  sich	  wie	  folgt	  der	  2-­‐ΔΔCT	  Wert	  für	  einen	  Probe:	  
	  
ΔCT	  =	  CTZielgen	  -­‐	  CTReferenzgen	  
ΔΔCT	  =	  ΔCTTumorgewebe	  -­‐	  ΔCTLungengewebe	  VerhältnisTunor/Lunge	  =	  2-­‐ΔΔCT	   	  
	  
Der	  2-­‐ΔΔCT	  Wert	  als	  Ergebnis	  dieser	  Berechnungsmethode	  stellt	  eine	  relative	  Genkopienzahl	  dar,	  die	   in	  
Form	   einer	   Ratio	   dargestellt	   wird	   und	   einer	   n-­‐fachen	   Amplifikation	   des	   untersuchten	   Gens	   im	  
Tumorgewebe	   verglichen	   mit	   dem	   tumorfreien	   Lungengewebe	   desselben	   Patienten	   entpricht.	   Zur	  
Einschätzung	  der	  absoluten	  Kopienzahl	  eines	  untersuchten	  Gens	   im	  Tumor	  kann	   	  man	  der	  2-­‐ΔΔCT	  Wert	  
mit	   dem	   Faktor	   2	  multipliziert	  werden,	   allerdings	   geht	  man	  dann	   von	   diploiden	   Zellen	   im	   gesunden	  
Vergleichsgewebe	   aus.	   Zur	   ΔΔCT-­‐Methode	   ist	   abschließend	   anzumerken,	   dass	   es	   sich	   um	   eine	  
Methode	  ohne	  Effizienzkorrektur	  handelt,	  d.h.	  es	  wird	  für	  alle	  untersuchten	  Proben	  eine	  Verdopplung	  
der	  DNA-­‐Menge	  pro	  Zyklus	  vorausgesetzt.	  
Die	  Bestimmung	  der	  CT-­‐Werte	  für	  die	  einzelnen	  Proben	  erfolgte	  mit	  dem	  StepOne-­‐PlusRT-­‐PCR-­‐System	  
(Applied	   Biosystems)	   und	   der	   relativen	   Quantifizierungssoftware	   StepOne-­‐Plus	   (Applied	   Biosystems)	  
unter	  Verwendung	  des	  LightCycler-­‐FastStart-­‐DNA-­‐Master-­‐SYBR-­‐Green-­‐1-­‐Kit	  (Roche)	  entsprechend	  den
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*	  nationaler	  Ethikrat	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Angaben	   des	  Herstellers.	   Die	   PCR-­‐Reaktion	   erfolgte	   in	   96-­‐Well-­‐Platten	  mit	   einem	  Reaktionsvolumen	  
von	   je	   10	  µl	   PCR-­‐Ansatz.	   Zunächst	  wurde	   in	   jedes	  Well	   7	  µl	   Ansatz	   1	   vorgelegt,	   anschließend	   je	   ein	  
Aliquot	   Ansatz	   2	   hinzupipettiert	   und	   die	   gesamte	   	   Platte	   bei	   1100	   rpm	   für	   3	  min	   in	   der	   Jouan-­‐B4i-­‐
Zentrifuge	   zentrifugiert.	   Danach	   erfolgte	   die	   Bestimmung	   der	   CT-­‐Werte	   in	   der	   real-­‐time	   PCR	   unter	  
folgenden	  Bedingungen:	  	  
	  
Tab.4:	  real-­‐time	  PCR-­‐Bedingungen	  	  	  
Schritte	   Temperatur	  (°C)	   Zeit	  (min/s)	   Zyklenzahl	  
Denaturierung	   95	   15	  min	  
Denaturierung	   95	   15	  s	  
Annealing	   60	   20	  s	  
	  
PCR	  
Synthese	   72	   15	  s	  
Schmelzkurvenanalyse	   70	  -­‐	  99	   15	  s;	  0,1	  °C/s	  
	  
	  
40	  
	  
	  
3.4	   Proteinextraktion	  aus	  kryokonservierten	  Gewebeproben	  
	  
Gewebelysepuffer:	   	   	   H20	  bidest.	   	   	   	   	  
20	  mM	   	   Tris	  
	   	  	   	   150	  mM	   NaCl	  
	   	  	   	   1,5	  mM	  	   EDTA	  
	   	  	   	   3%	  (v/v)	   Glycerol	  
	  
Proben-­‐Puffer:	   	   	   	   H2O	  bidest.	  
(Laemmli,	  1970)	   60	  mM	   	   Tris/HCl,	  pH	  6,8	  
	   	   	   2%	  (w/v)	   SDS	  
	   	   	   10%	  (v/v)	   Glycerol	  
5%	  (v/v)	   β-­‐Mercaptoethanol	  
	   	   	   0,01%	  (w/v)	   Bromphenolblau	  
	   	  	  
	  
Für	   die	   im	   Folgenden	   beschriebenen	   Untersuchungen	   wurden	   bei	   -­‐80	   °C	   gelagerte	   Gewebefrisch-­‐
proben	   aus	   dem	   Institut	   für	   allgemeine	   und	   spezielle	   Pathologie	   des	   Universitätsklinikums	   des	  
Saarlandes	  verwendet	  (alle	  betroffenen	  Patienten	  hatten	  im	  Rahmen	  der	  Einwilligung	  zum	  operativen	  
Eingriff	   nach	   Aufklärung	   durch	   den	   behandelnden	   Arzt	   einer	   Entnahme	   von	   Gewebeproben	   zur	  
histopathologischen	   Untersuchung	   schriftlich	   zugestimmt,	   so	   dass	   gemäß	   der	   Stellungnahme	   des	  
nationalen	  Ethikrates*	  nach	  Anonymisierung	  eine	  wissenschaftliche	  Nutzung	  der	  asservierten	  Proben	  
zulässig	  war).	   Zur	  weiteren	  Analyse	  war	   eine	   Proteinextraktion	   aus	   den	   Proben	   erforderlich,	   um	  die	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Quantifizierung	  des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	  mit	   dem	  Western-­‐Blot-­‐Verfahren	  durchführen	   zu	   können.	  
Hierzu	  wurden	  zunächst	  von	  jeder	  Gewebeprobe	  mit	  einem	  Rotationsgefriermikrotom	  3	  Kryoschnitte	  à	  
20	   µm	   angefertigt	   und	   in	   ein	   1,5	   ml-­‐Eppendorfgefäß	   zusammen	   mit	   300	   µl	   Gewebelysepuffer	  
aufgenommen.	  Anschließend	  wurden	  die	  Ansätze	  für	  30	  min	  auf	  Eis	  inkubiert	  und	  dabei	  alle	  5	  min	  mit	  
einem	  Vortex-­‐Rotor	  homogenisiert.	  Nachdem	  zu	  den	  Proben	  je	  300	  µl	  2x	  Probenpuffer	  hinzupipettiert	  
wurde,	   folgte	  eine	   Inkubation	   für	  5	  min	  bei	  37	  °C.	  Dann	  wurde	  zu	  den	  Ansätzen	   je	  eine	  Spatelspitze	  
Glassbeads	   (Durchmesser	   zwischen	   425	   und	   600	  µm)	   hinzugegeben,	   es	   folgte	   ein	  Mischen	   auf	   dem	  
Vortex-­‐Rotor	   für	   30	   min	   bei	   Stufe	   6	   und	   nachfolgend	   eine	   Inkubation	   für	   10	   min	   bei	   37	   °C,	  
anschließend	  für	  10	  min	  bei	  56°C.	  Schließlich	  wurde	  nach	  Zentrifugation	  der	  Proben	  für	  10	  min	  bei	  4	  °C	  
und	   5000	   rpm	   in	   der	   Tischkühlzentrifuge	   der	   Überstand	   abpipettiert	   und	   für	   die	   Western-­‐Blot-­‐
Versuche	  eingesetzt.	  
	  
	  
3.5	   Zellkulturmethoden	  
	  
3.5.1	   Kultivierung	  adhärenter	  humaner	  Zellen	  
	  
Zellkulturmedium:	   500	  ml	  	  	   DMEM	  bzw.	  RPMI	  
	   	   	   10%	  (v/v)	  	   FCS	  
	  	   	   1%	  (v/v)	  	   P/S	  
	  
	  
Im	   Rahmen	   dieser	   Arbeit	   wurden	   Versuche	   mit	   verschiedenen	   humanen	   Lungenkarzinomzelllinien	  
(BC01,	   zur	   Verfügung	   gestellt	   von	   der	   Klinik	   für	   Urologie	   des	   Universitätsklinikums	   des	   Saarlandes;	  
A549,	   DSMZ-­‐Nr.	   ACC	   107;	   H1299,	   ATCC-­‐Nr.	   CRL-­‐5803D),	   Schilddrüsenkarzinomzelllinien	   (BHT101,	  
DSMZ-­‐Nr.	  ACC	  279;	  ML1,	  DSMZ-­‐Nr.	  ACC	  464),	  einer	  Zervixkarzinomzelllinie	  (HeLa,	  DSMZ-­‐Nr.	  ACC	  57),	  
einer	   Prostatakarzinomzelllinie	   (PC3,	  ATCC-­‐Nr.	   CRL-­‐1435)	   sowie	   einer	   nicht	   neoplastischen	  humanen	  
Zelllinie	  (HEK293;	  DSMZ-­‐Nr.	  ACC	  305)	  durchgeführt.	  Die	  bei	  -­‐196	  °C	  in	  flüssigem	  Stickstoff	  gelagerten	  
und	   in	   Kryoröhrchen	   zu	   je	   3x106/1,5	  ml	   portionierten	   Zellsuspensionen	  wurden	   in	   der	   Dampfphase	  
eine	  Wasserbades	  bei	  37	  °C	  über	  einen	  Zeitraum	  von	  30	  min	  vorsichtig	  aufgetaut	  und	  anschließend	  in	  
10	  ml	  des	  entsprechenden	  auf	  37	  °C	  vorgewärmten	  Zellkulturmediums	  suspendiert.	  Nach	  einer	  Zentri-­‐
fugation	  dieser	  Zellsuspension	  für	  5	  min	  bei	  600	  rpm	  in	  der	  Bactifuge	  wurde	  der	  Überstand	  (Medium)	  
abgesaugt	   und	   verworfen,	   das	   Zellpellet	   in	   5	   ml	   Zellkulturmedium	   resuspendiert	   und	   in	   Zellkultur-­‐
flaschen	   überführt.	   Nach	   weiterer	   Zugabe	   von	   10	   ml	   auf	   37	   °C	   vorgewärmten	   Zellkulturmediums	  
wurden	  die	  Zellen	  bei	  38	  °C	  und	  5%	  (v/v)	  CO2	  kultiviert.	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Zeigten	  die	   Zellen	   in	  der	   Inversionsmikroskopie	  ein	  dichtes	  Wachstum,	  wurden	   sie	   im	  Verhältnis	  1:6	  
gemäß	   dem	   nachfolgend	   beschriebenen	   Verfahren	   ausgedünnt:	   Nachdem	   das	   Medium	   aus	   den	  
Zellkulturflaschen	   abgesaugt	   wurde,	   wurden	   die	   Zellen	   einmal	   für	   1	   min	   in	   PBS	   gewaschen.	   Durch	  
Zugabe	   von	   2	   ml	   Trypsin-­‐EDTA	   für	   5	   min	   nach	   Absaugen	   des	   PBS	   wurden	   anschließend	   die	  
Adhäsionskontakte	   der	   Zellen	   gelöst.	   Nach	   Zugabe	   von	   12	   ml	   Zellkulturmedium	   und	   mehrfacher	  
Durchmischung	  wurden	   12	  ml	   der	   Zellsuspension	   verworfen	   und	   zu	   den	   übrigen	   2	  ml	   erneut	   13	  ml	  
vorgewärmten	  Mediums	  hinzupipettiert.	  Anschließend	  erfolgte	  die	  weitere	  Kultivierung	  der	  Zellen	  bei	  
38	  °C	  und	  5%	  (v/v)	  CO2.	  
	  
	  
3.5.2	   Kryokonservierung	  humaner	  Zellen	  
	  
Lösung	  1:	  	   	   	   verwendetes	  Medium	   	  
	   	   40%	  (v/v)	   FCS	   	   	   	   	   	  
	  
Lösung	  2:	   	   	   verwendetes	  Medium	  
	   	   20%	  (v/v)	  	   DMSO	  
	  
Zur	   Kryokonservierung	   der	   untersuchten	   Zellen	   wurde	   das	   Medium	   aus	   den	   Zellkulturflaschen	  
abgesaugt	  und	  verworfen,	  die	  Zellen	  einmal	  für	  1	  min	   in	  PBS	  gewaschen	  und	  durch	  Zugabe	  von	  2	  ml	  
Trypsin-­‐EDTA	  nach	  Absaugen	  des	  PBS	   sowie	  anschließender	   Inkubation	   für	  5	  min	  bei	   	   38	  °C	  und	  5%	  
(v/v)	  CO2	  vom	  Boden	  der	  Zellkulturflasche	  gelöst.	  Nach	  Resuspendierung	  in	  5	  ml	  des	  entsprechenden	  
Mediums	  wurden	  10	  µl	  dieser	  Suspension	  mit	  einer	  Pipette	  entnommen,	  mit	  10	  µl	  Trypan-­‐Blau-­‐Lösung	  
vermischt	  und	  zur	  Bestimmung	  der	  Zahl	  an	  lebenden	  und	  toten	  Zellen	  sowie	  der	  Zellvitalität	  mit	  dem	  
Countesse-­‐System	   der	   Firma	   Invitrogen	   ebenfalls	   10	   µl	   dieser	   Suspension	   auf	   einen	   speziellen	  
Objektträger	   des	   Herstellers	   pipettiert.	   Alle	   nachfolgenden	   Arbeitsschritte	   wurden	   auf	   Eis	  
durchgeführt.	   Anschließend	   wurde	   ein	   Volumen	   der	   Zellsuspension	   mit	   3	   x	   106	   lebenden	   Zellen	   in	  
vorgekühlten	  Kryoröhrchen	  in	  je	  750	  µl	  Lösung	  1	  resunspendiert,	  daraufhin	  unter	  ständigem	  Schütteln	  
je	  750	  µl	  Lösung	  2	  tropfenweise	  hinzugegeben	  und	  die	  Zellsuspensionen	  schließlich	  in	  der	  Dampfphase	  
von	   flüssigem	  Stickstoff	  über	  einen	  Zeitraum	  von	  90	  min	  auf	   -­‐80	   °C	  abgekühlt.	  Die	   so	   vorbereiteten	  
Zellen	  wurden	  anschließend	  bei	  -­‐196	  °C	  in	  flüssigem	  Stickstoff	  gelagert.	  
	  
3.5.3	   Zellaufschluss	  für	  die	  Western-­‐Blot-­‐Analyse	  
	  
DNAse-­‐Lösung	  :	  	   1	  mg	  	   	   DNAse	   	   	  
	   	  	   	  	  	  	  	   1	  ml	  	   	   H2O	  bidest.	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Lysepuffer:	   	   	   	   H2O	  bidest.	  
	   	  	   	   10	  mM	   	   NaCl	  
	   	  	   	   10	  mM	   	   Tris	  
	   	  	   	   3	  mM	   	   MgCl2	  
	   	  	   	   5%	  (v/v)	   NP-­‐40	  
	  
Proben-­‐Puffer:	   	   	   	   H2O	  bidest.	  
(Lämmli,	  1970)	   	   60	  mM	   	   Tris/HCl,	  pH	  6,8	  
	   	   	   2%	  (w/v)	   SDS	  
	   	   	   10%	  (v/v)	   Glycerin	  
	   	   	   5%	  (v/v)	   β-­‐Mercaptoethanol	  
	   	   	   0,01%	  (w/v)	   Bromphenolblau	  
	  
Zur	  Western-­‐Blot-­‐Analyse	  wurden	  die	   in	  den	  einzelnen	  Versuchen	  betrachteten	  Zellpopulationen	  mit	  
Trypsin-­‐EDTA	   vom	  Boden	   der	   Zellkulturflasche	   bzw.	   Zellkulturschale	   	   gelöst	   (vgl.	   2.4.1),	   die	   Zahl	   der	  
lebenden	  und	   toten	  Zellen	   sowie	  die	  Zellvitalität	  mit	  dem	  Countess-­‐System	  ermittelt	   (vgl.	  2.4.2)	  und	  
anschließend	  pro	  Ansatz	  2	  x	  106	  Zellen	  als	  Suspension	   in	  ein	  1,5	  ml-­‐Eppendorfgefäß	  überführt.	  Nach	  
Zentrifugation	   für	   3	   min	   bei	   3000	   rpm	   in	   der	   Tischzentrifuge	   (Centrifuge	   5402,	   Eppendorf)	   und	  
anschließendem	   Absaugen	   des	   Überstandes	   wurden	   die	   Zellpellets	   (fakultativ	   nach	   Lagerung	   bei	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
-­‐20	   °C)	   zu	   für	   die	   Western-­‐Blot-­‐Analyse	   geeigneten	   Proben	   weiterverarbeitet.	   Dazu	   wurden	   die	  
Zellpellets	   in	   je	   144	  µl	   Lysepuffer	   resuspendiert	   und	  anschließend	  mit	   16	  µl	  DNAse-­‐Lösung	   versetzt.	  
Nach	  erneuter	  Durchmischung	  wurden	  die	  Proben	  für	  20	  min	  bei	  37	  °C	  inkubiert,	  nachfolgend	  je	  40	  µl	  
5-­‐fach-­‐Probenpuffer	   hinzugegeben	   und	   diese	   Lösung	   erneut	   für	   15	   min	   bei	   56	   °C	   inkubiert.	   Nach	  
Abkühlung	  auf	  RT	  wurden	  die	  so	  aufbereiteten	  Proben	  für	  die	  SDS-­‐PAGE	  eingesetzt.	  	  
	  
	  
3.5.4	   Reduktion	  spezifischer	  mRNA-­‐Moleküle	  auf	  Basis	  der	  RNA-­‐Interferenz	  	  
	  
Zur	   Reduktion	   der	   SEC62-­‐mRNA-­‐Konzentration	   in	   humanen	   Zelllinien	   wurden	   zunächst	   je	   5,2	   x	   105	  
Zellen	  pro	  Transfektionsansatz	  in	  eine	  6	  cm	  durchmessende	  Zellkulturschale	  gegeben	  und	  das	  Medium	  
pro	   Schale	   auf	   ein	   Gesamtvolumen	   von	   3,5	   ml	   aufgefüllt.	   24	   h	   zuvor	   wurden	   die	   Zellen	   in	   den	  
entsprechenden	   Zellkulturflaschen	   im	   Verhältnis	   1:2	   ausgedünnt.	   Zu	   jeder	   Zellkulturschale	   wurde	  
anschließend	  je	  ein	  siRNA-­‐Transfektionsansatz	  (s.u.)	  vorsichtig	  tropfenweise	  hinzugegeben.	  Nach	  24	  h	  
Inkubationszeit	  bei	  	  38	  °C	  und	  5%	  CO2	  (v/v)	  wurde	  das	  Zellkulturmedium	  in	  den	  Schalen	  durch	  frisches	  
ersetzt	  und	  erneut	  eine	  Transfektion	  der	   Zellen	  mit	   je	   einem	  siRNA-­‐Ansatz	  pro	   Schale	  durchgeführt.	  
Nach	  weiteren	  24	  h	   Inkubationszeit	  wurden	  die	  Zellen	  geerntet	  und	   in	  die	  entsprechenden	  Versuche	  
eingesetzt	   sowie	   die	   Effizienz	   der	   RNAi	   basierten	   Reduktion	   des	   Proteingehaltes	   im	   Western-­‐Blot	  
ermittelt.	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Zum	  Herstellen	  der	  Transfektionsansätze	  wurde	  pro	  Zellkulturschale	   in	   je	  ein	  1,5	  ml-­‐Eppendorfgefäß	  
72	  µl	  OptiMEM	  vorgelegt	  und	   jeweils	  8	  µl	   der	  entsprechenden	  siRNA	  hinzupipettiert.	  Nach	  weiterer	  
Zugabe	   	   von	  20	  µl	  HiPerfect	   Transfection	  Reagent	  wurden	  die	  Ansätze	   für	   5-­‐10	   s	  mit	   einem	  Vortex-­‐
Rotor	   durchmischt	   und	   nach	   10	   min	   Inkubationszeit	   bei	   RT	   vorsichtig	   tropfenweise	   auf	   die	   Zellen	  
pipettiert.	  
Eine	  Übersicht	  über	  die	  verwendeten	  siRNAs	  zeigt	  die	  folgende	  Tabelle:	  
	  
Tab.5:	  verwendete	  siRNAs	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Beschreibung	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Herkunft	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Basensequenz	  
SEC62-­‐siRNA-­‐UTR	   Ambion,	  TX,	  USA	   CGUAAAGUGUAUUCUGUACtt	  
SEC62-­‐siRNA-­‐#1	   Ambion,	  TX,	  USA	   GGCUGUGGCCAAGUAUCUUtt	  
Kontroll	  siRNA	   AllStars	  Neg.	  Control	  siRNA,	  
Qiagen,	  Hilden	  
/	  
	  
	  
	  
3.5.5	   Plasmidtransfektion	  humaner	  Zellen	  
	  
Zur	  Transfektion	  von	  humanen	  Zellen	  mit	  Plasmiden	  wurden	  die	  Zellen	  zunächst	  gemäß	  Kapitel	  2.4.4	  in	  
6	   cm	   durchmessenden	   Zellkulturschalen	   kultiviert	   und	   fakultativ	   mit	   gegen	   die	   mRNA	   des	   jeweils	  
betrachteten	   Proteins	   gerichteter	   siRNA	   an	   zwei	   aufeinanderfolgenden	   Tagen	   im	   24	   h-­‐Abstand	  
transfiziert.	  Anschließend	  erfolgte	  acht	   Stunden	  nach	  der	   zweiten	   siRNA-­‐Behandlung	  bzw.	   zu	  Beginn	  
des	   Versuches	   die	   Transfektion	   mit	   je	   einem	   Plasmidansatz	   pro	   Zellkulturschale.	   Das	   Ausmaß	   der	  
Expression	  des	  plasmidkodierten	  Gens	  wurde	  48	  h	  bzw.	  bei	  zusätzlicher	  siRNA-­‐Transfektion	  72	  h	  nach	  
der	  Plasmidtransfektion	  (24	  h	  nach	  der	  zweiten	  siRNA-­‐Transfektion)	  im	  Western	  Blot	  sowie	  ggf.	  mittels	  
Immunfluoreszenz	  untersucht.	  
Zum	  Herstellen	  der	  Transfektionsansätze	  wurde	  pro	  Zellkulturschale	   in	   je	  ein	  1,5	  ml-­‐Eppendorfgefäß	  
95,5	  µl	  OptiMEM	  vorgelegt,	  1	  µg	  DNA	  solubilisiert	   in	   je	  1	  µl	  destilliertem	  H2O	  sowie	  4	  µl	   FuGeneHD	  
zugegeben	  und	  der	  Ansatz	   für	  5-­‐10	  s	  mit	  Hilfe	  eines	  Vortex-­‐Rotors	  durchmischt.	  Nach	   Inkubation	  für	  	  
15	   min	   bei	   RT	   wurde	   je	   ein	   Ansatz	   vorsichtig	   tropfenweise	   auf	   die	   Zellen	   einer	   Zellkulturschale	  
pipettiert.	  	  
	  
3.5.6	   Migrationsanalyse	  mit	  dem	  FluoroBlok-­‐Insert-­‐System	  (BD	  Falcon)	  
	  
Zur	   Analyse	   des	  Migrationsverhaltens	   von	   Tumorzellen	   wurde	   das	   FluoroBlok-­‐Insert-­‐System	   von	   BD	  
Falcon	   verwendet.	   Kernelement	   dieses	   Systems	   stellen	   spezielle	   Einsätze	   für	   24-­‐Well-­‐Platten	   dar,	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deren	  Boden	  von	  einer	  0,3	  cm2	  	  großen	  mit	  8	  µm	  durchmessenden	  Poren	  in	  einer	  Dichte	  von	  8	  x	  105	  
Poren	   /cm2	   durchsetzten	   Polyethylenterephthalat-­‐Membran	   gebildet	  wird,	   die	   die	   Transmission	   von	  
Licht	  der	  Wellenlänge	  zwischen	  490	  und	  700	  nm	  effizient	  blockiert.	  Dadurch	  können	  von	  dem	  oberen	  
Teil	   des	   Einsatzes	   ausgehende	   Fluoreszenzsignale	   nicht	   durch	   „bottom-­‐reading“-­‐Fluoreszenz-­‐
mikroskop-­‐Systeme	   detektiert	   werden.	   Im	   Gegensatz	   dazu	   sind	   Zellen,	   die	   durch	   die	   Poren	   der	  
Membran	   in	   Richtung	   des	  Wellbodens	  migriert	   sind	   nicht	  mehr	   länger	   durch	   die	  Membran	   von	   der	  
Lichtquelle	   des	   Mikroskops	   abgeschirmt	   und	   können	   nach	   Markierung	   mit	   Fluoreszenzfarbstoffen	  
detektiert	   werden.	   So	   ist	   es	   durch	   diese	   System	   möglich,	   spezifisch	   die	   nach	   einer	   festgelegten	  
Zeitspanne	  durch	  die	  Membran	  migrierten	  Zellen	   fluoreszenzmikroskopisch	   zu	  erfassen.	  Abbildung	  8	  
zeigt	  eine	  Übersicht	  der	  Methode.	  
Zur	  Durchführung	  eines	  solchen	  Migrationsassays	  wurden	  zunächst	  die	  einzelnen	  Wells	  einer	  24-­‐Well-­‐
Platte	  mit	  1200	  µl	  des	  entsprechenden	  Zellkulturmediums	  (+	  10%	  (v/v)	  FCS)	  aufgefüllt.	  Nachdem	  jedes	  
Well	   mit	   einem	   FluoroBlok-­‐Einsatz	   versehen	   wurde,	   wurden	   diese	   mit	   je	   400	   µl	   des	   gleichen	  
Zellkulturmediums	   (+	   1%	   (v/v)	   FCS)	   aufgefüllt	   und	   anschließend	   je	   2,5	   x	   104	   Zellen	   in	   jeden	   Einsatz	  
pipettiert.	  Durch	  den	  FCS-­‐Gradienten	  wurde	  ein	  Anreiz	  für	  die	  Zellen	  zur	  Migration	  durch	  die	  Membran	  
des	   Einsatzes	   in	   Richtung	   des	   Wellbodens	   erzeugt.	   Bei	   einer	   Migrationszeit	   zwischen	   24	   und	   72	   h	  
wurde	  ein	  Endpunkt	  festgelegt	  und	  die	  zu	  diesem	  Zeitpunkt	  migrierten	  Zellen	  detektiert.	  Dazu	  wurden	  
die	  an	  der	  Einsatzmembran	  haftenden	  Zellen	  zunächst	  für	  1	  min	  in	  PBS	  gewaschen	  und	  anschließend	  
für	  10	  min	  in	  auf	  4	  °C	  vorgekühltem	  Methanol	  fixiert.	  
	  
Abb.8:	   Migrationsassay	   mit	   dem	   FluoroBlok-­‐Insert-­‐System	   (BD	   Falcon).	   Zur	   Analyse	   der	   Migrationsfähigkeit	  
humaner	   Tumorzellen	   wurden	   zunächst	   die	   Wells	   einer	   24-­‐Well-­‐Platte	   mit	   je	   1200	   µl	   des	   entsprechenden	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Zellkulturmediums	   (10%	   (v/v)	   FCS)	   aufgefüllt,	   anschließend	   je	   2,5	   x	   104	   Zellen	   in	   die	   zuvor	   eingesetzten	  
FluoroBlok	  Inserts	  pipettiert	  und	  jedes	  Well	  auf	  400	  µl	  Zellkulturmedium	  (1%	  (v/v)	  FCS)	  aufgefüllt	  (A).	  Durch	  den	  
dadurch	   geschaffenen	   FCS-­‐Gradienten	   als	   Migrationsreiz	   migrierte	   eine	   variable	   Zahl	   der	   Zellen	   in	   einem	  
Untersuchungszeiraum	   zwischen	   24	   h	   und	   72	   h	   durch	   die	   Membran	   der	   Inserts	   (B).	   Nach	   48	   h	   wurden	   das	  
Medium	   aus	   den	  Wells	   und	   Inserts	   abgesaugt,	   die	   Zellen	   für	   1	   min	   in	   PBS	   gewaschen	   und	   anschließend	   für	  	  	  	  	  	  	  	  	  
10	  min	   in	   auf	   4	   °C	   gekühltem	  Methanol	   fixiert	   (C).	  Nach	   erneutem	  dreimaligem	  Waschen	   für	   je	   3	  min	   in	   PBS	  
wurden	  die	  Zellen	  für	  30	  s	  bei	  RT	  mit	  DAPI	  (0,1%	  (v/v)	  in	  PBS)	  unter	  lichtgeschützten	  Bedingungen	  inkubiert	  (D)	  
und	  schließlich	  erneut	  3	  mal	  für	  3	  min	  in	  PBS	  gewaschen	  (E).	  Anschließend	  erfolgte	  die	  Detektion	  der	  migrierten	  
Zellen	  durch	  Fluoreszenzmikroskopie	  der	  Inserts	  bei	  450	  nm	  (F).	  	  	  	  
	  
Danach	  wurden	  die	  Zellen	  3	  mal	  für	  je	  3	  min	  in	  PBS	  gewaschen,	  für	  30	  s	  bei	  RT	  mit	  DAPI	  (0,1%	  (v/v)	  in	  
PBS),	  einer	  fluoreszierenden	  und	  DNA-­‐interkalierenden	  Substanz,	  unter	  lichtgeschützten	  Bedingungen	  
angefärbt	   und	   schließlich	   erneut	   3	   mal	   für	   3	   min	   in	   PBS	   gewaschen.	   Anschließend	   erfolgte	   die	  
Detektion	  der	  migrierten	  Zellen	  mit	  einem	  Fluoreszenzmikroskop	  bei	  450	  nm	  Detektionswellenlänge.	  	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
3.5.7	   Proliferationsanalyse	  mit	  dem	  xCELLigence-­‐System	  (Roche)	  
	   	  
Zur	  „Real-­‐time“-­‐Profliferationsanalyse	  von	  humanen	  Zellen	  wurde	  das	  	  xCELLigence-­‐System	  von	  Roche	  
verwendet.	  Kernelement	  dieses	  Systems	  stellen	  96-­‐Well-­‐Platten	  (E-­‐Plate-­‐96)	  dar,	  deren	  Wells	  auf	  der	  
Bodenfläche	  mit	   einer	   Vielzahl	   winziger	   Goldelektroden	   beschichtet	   sind,	   zwischen	   denen	   während	  
eines	  Messprozesses	  ständig	  Strom	  fließt.	  Über	  einen	  Sensor	  werden	  dabei	  die	  elektrischen	  Parameter	  
dieses	  Stromkreises	  erfasst	  und	  an	  einen	  PC	  mit	  entsprechender	  Auswertungssoftware	  weitergeleitet.	  
Der	   für	   die	   Zellproliferationsrate	   bedeutsame	   Parameter	   stellt	   dabei	   die	   Impendanz	   dar,	   da	   mit	  
zunehmend	  stärkerem	  Zellwachstum	  der	  Stromfluss	   zwischen	  den	  Elektroden	  am	  Boden	  eines	  Wells	  
behindert	  wird,	  wodurch	  proportional	   zur	   Fläche,	  die	   von	  Zellen	  bedeckt	   ist,	   auch	  die	   Impendanz	   in	  
dem	  elektrischen	  System	  zunimmt.	  	  So	  ist	  es	  möglich	  zu	  jedem	  beliebigen	  Zeitpunkt	  eine	  Information	  
über	   das	   Proliferationsverhalten	   der	   Zellen	   zu	   gewinnen,	   ohne	   wie	   bei	   anderen	   Endpunktmess-­‐
verfahren	  den	  Versuch	  zur	  Auswertung	  abbrechen	  zu	  müssen.	  Die	  Proliferationsanalyse	  wird	  dabei	  von	  
der	   Auswertungssoftware	   graphisch	   als	   Zellindex-­‐Zeit-­‐Kurve	   dargestellt	   (vgl.	   Abb.9),	   wobei	   der	  
Zellindex	   eine	   einheitslose,	   direkt	   von	   der	   Impendanz	   abgeleitete	   Größe	   darstellt.	   Die	   mit	   dem	  
xCELLigence-­‐System	   untersuchten	   Zellen	   wurden	   dabei	   zunächst	   in	   6	   cm	   durchmessenden	  
Zellkulturschalen	   zu	   je	   5,2	   x	   105	   Zellen	   kultiviert	   und	   entsprechend	   des	   Versuchsprotokolls	   vorbe-­‐
handelt.	   Nachdem	   die	   Software	   vorbereitet	   worden	   war,	   wurden	   50	   µl	   des	   entsprechenden	  
Zellkulturmediums	   in	   die	   Wells	   einer	   E-­‐Plate-­‐96	   pipettiert	   und	   eine	   Hintergrundmessung	   für	   30	   s	  
durchgeführt,	   um	  den	   jeweiligen	  Wert	   der	  Hintergrundimpendanz	   des	  Mediums	   als	  Nullabgleich	   für	  
jedes	  Well	  zu	  ermitteln.	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Abb.9:	   Proliferationsassay	   adhärenter	   Zellen	  mit	   dem	   xCELLigence-­‐System	   (Roche).	   Zur	   Lifetime-­‐Analyse	   der	  
Proliferationsfähigkeit	   unterschiedlich	   vorbehandelter	   humaner	   Tumorzellen	   wurde	   das	   xCELLigence-­‐System	  
(Roche)	  benutzt.	  In	  der	  linken	  Bildhälfte	  (A)	  ist	  der	  Ausschnitt	  eines	  Well	  einer	  speziellen	  96-­‐Well-­‐Platte	  (E-­‐Plate-­‐
96)	   dargestellt,	   dessen	   Boden	   mit	   einer	   Vielzahl	   winziger	   Goldelektroden	   beschichtet	   ist.	   Zwischen	   diesen	  
Elektroden	   fließt	   während	   eines	   Messvorgangs	   ständig	   Strom.	   Über	   einen	   zusätzlichen	   Sensor	   können	   dabei	  
verschiedene	   elektrische	   Parameter	   dieses	   Stromkreises	   erfasst	   und	   an	   einen	   PC	   mit	   entsprechender	  
Auswertungssoftware	  weitergeleitet	  werden.	   Der	   für	   die	   Zellproliferationsrate	   entscheidende	   Parameter	   stellt	  
dabei	   die	   Impendanz	   dar,	   da	   mit	   zunehmendem	   Zellwachstum	   der	   Stromfluss	   zwischen	   den	   Elektroden	   am	  
Boden	   eines	   Wells	   behindert	   wird,	   so	   dass	   proportional	   zur	   Fläche,	   die	   von	   Zellen	   bedeckt	   wird,	   auch	   die	  
Impendanz	   im	   elektronischen	   System	   zunimmmt.	   	   Dadurch	   kann	   über	   die	   Impendanzmessung	   zu	   jedem	  
beliebigen	  Zeitpunkt	  eine	  Information	  über	  das	  Proliferationsverhalten	  der	  Zellen	  gewonnen	  werden,	  ohne	  wie	  
bei	   anderen	   Endpunktmessverfahren	   den	   Versuch	   zur	   Auswertung	   abbrechen	   zu	   müssen.	   Die	  
Proliferationsanalyse	  wird	  dabei	  von	  der	  Auswertungssoftware	  graphisch	  als	  Zellindex-­‐Zeit-­‐Kurve	  dargestellt	  (B).	  	  	  
	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Anschließend	  wurden	  je	  nach	  Versuchsprotokoll	  pro	  Well	  5	  x	  103	  bzw.	  1	  x	  104	  Zellen	  pro	  Well	  ausgesät,	  
das	  Volumen	  auf	  150	  µl	  pro	  Well	  mit	  dem	  entsprechenden	  Medium	  aufgefüllt	  und	  eine	  Messung	  der	  
Proliferation	  für	  einen	  Zeitraum	  von	  120	  h	  gestartet.	  	  
	  
	  
3.5.8	   Analyse	  von	  Apoptose-­‐	  und	  Nekroseprozessen	  mit	  dem	  Apoptosis/Necrosis-­‐Detection-­‐Kit	  
(Enzo	  Life	  Sciences)	  
	  
Dual	  Detection	  Reagent:	   	   	   Binding	  Buffer	  
	   	   	   	   1%	  (v/v)	   Apoptosis	  Detection	  Reagent	  
	   	   	   	   1%	  (v/v)	   Necrosis	  Detection	  Reagent	  
	  
Um	  Apoptose-­‐	  und	  Nekroseprozesse	  in	  den	  untersuchten	  Zellen	  zu	  detektieren,	  wurde	  der	  Apoptosis-­‐
Necrosis-­‐Detection-­‐Kit	   der	   Firma	   Enzo	   Life	   Sciences	   verwendet.	   Hierbei	   wird	   mittels	   verschiedener	  
Fluoreszenzfarbstoffe	   ein	   Apoptose-­‐	   bzw.	   Nekrosevorgang	   durch	   die	   Markierung	   entsprechender	  
Schlüsselmoleküle	   dieser	   Prozesse	   in	   fixierten	   Zellen	   nachgewiesen.	   Zur	   Detektion	   von	   Apoptose-­‐
prozessen	   wird	   dabei	   ein	   gegen	   Annexin	   V	   gerichteter	   und	   mit	   Cy3-­‐Fluorophoren	  
(Absorptionsmaximum	   bei	   570	   nm)	   gekoppelter	   Antikörper,	   zur	   Nekrosedetektion	   ein	   roter,	   nicht	  
3.	  	  	  	  	  Material	  und	  Methoden	  
	  
	  
	  
39	  
weiter	   beschriebener	   Farbstoff	   (Absorptionsmaximum	   bei	   647	   nm)	   verwendet.	   Als	   Positivkontrolle	  
dienen	  mit	  2	  µM	  Staurosporin	  für	  4	  h	  vorbehandelte	  Zellen,	  die	  zum	  Zeitpunkt	  der	  Detektion	  sowohl	  
Apoptose-­‐	  als	  auch	  Nekrosestadien	  zeigen	  sollen.	  	  	  
Die	   zu	   untersuchenden	   Zellen	  wurden	   in	   2	   cm	  durchmessenden	   Zellkulturschalen	   zu	   jeweils	   1	   x	   105	  
Zellen	   pro	   Schale	   auf	   runden,	   1,5	   cm	   durchmessenden	   Deckgläschen	   kultiviert,	   die	   zuvor	   auf	   den	  
Boden	   der	   Schalen	   gelegt	   wurden.	   Nach	   Vorbehandlung	   entsprechend	   des	   jeweiligen	   Versuchs-­‐
protokolls	  wurden	  die	  Zellen	  zunächst	  zweimal	  für	  je	  3	  min	  in	  350	  µl	  PBS	  gewaschen	  	  und	  anschließend	  
für	  15	  min	  bei	  RT	  unter	  lichtgeschützten	  Bedingungen	  mit	  je	  350	  µl	  Dual	  Detection	  Reagent	  pro	  Well	  
inkubiert.	  Nach	  erneutem	  zweimaligem	  Waschen	  für	  je	  3	  min	  in	  350	  µl	  PBS	  wurden	  die	  Zellen	  für	  5	  min	  
in	   2%	   (v/v)	   Formaldehyd	   fixiert	   und	   erneut	   zweimal	   für	   je	   3	   min	   in	   350	   µl	   PBS	   gewaschen.	  
Anschließend	  wurden	  die	  Zellen	  für	  1	  min	  bei	  RT	  unter	  lichtgeschützten	  Bedingungen	  mit	  350	  µl	  DAPI	  
(0,1%	  (v/v)	  in	  PBS)	  inkubiert	  und	  schließlich	  zweimal	  für	  je	  3	  min	  in	  350	  µl	  PBS	  gewaschen.	  Nachdem	  
die	   Zellen	  dann	   für	  5	  min	  bei	   37	  °C	  getrocknet,	   die	  Deckgläschen	  entnommen	  und	  mit	   je	   2	   Tropfen	  
MOBICOL	   auf	   einem	   Objektträger	   fixiert	   wurden,	   erfolgte	   mit	   dem	   Fluoreszenzmikroskop	   die	  
Detektion	   der	   Apoptosesignale	   bei	   600	   nm	   (TRITC-­‐Filter)	   und	   die	   Detektion	   der	   Nekrosesignale	   bei	  	  	  	  
630	  nm	  (TexR-­‐Filter).	  	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
Abb.10:	   Fluoreszenzmikroskopische	   Detektion	   von	   Apoptose-­‐	   und	   Nekroseprozessen	   mit	   dem	   Apoptosis-­‐
Necrosis-­‐Detection-­‐Kit	   (Enzo	   Life	   Sciences).	   Zur	   Detektion	   von	   Apoptose-­‐	   und	   Nekroseprozessen	   in	  
unterschiedlich	  vorbehandelten	  Zellen	  wurde	  der	  Apoptosis-­‐Necrosis-­‐Detection-­‐Kit	  der	  Firma	  Enzo	  Life	  Sciences	  
verwendet.	   Durch	   verschiedene	   Fluoreszenzfarbstoffe	   kann	   mit	   diesem	   System	   ein	   Apoptose-­‐	   bzw.	  
Nekroseprozess	   durch	   die	   Markierung	   entsprechender	   Schlüsselmoleküle	   in	   fixierten	   Zellen	   nachgewiesen	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werden.	   Zur	   Detektion	   von	   Apoptoseprozessen	   wird	   dabei	   ein	   gegen	   Annexin	   V	   gerichteter	   und	   mit	   Cy3-­‐
Fluorophoren	   (Absorptionsmaximum	   bei	   570	   nm,	   gelbe	   Lichtemission)	   gekoppelter	   Antikörper,	   zur	  
Nekrosedetektion	  ein	  roter,	  nicht	  weiter	  beschriebener	  Farbstoff	  (Absorptionsmaximum	  bei	  647	  nm)	  verwendet.	  
In	   der	   fluoreszenzmikroskopischen	   Analyse	   sind	   entsprechend	   der	   Versuchsvorschrift	   (siehe	   Text)	   mit	   den	  
genannten	   Fluoreszenzfarbstoffen	   vorbehandelte	   Zellen	   in	   einem	   frühen	   Apoptosestadium	  mit	   einem	   gelben,	  
dem	  Verlauf	  der	  Plasmamembran	   folgenden	  Randsaum	  markiert.	  Zellen	   im	  Stadium	  der	  späten	  Apoptose	  oder	  
Nekrose	  sind	  an	  einem	  rot	  gefärbten	  Kern	  zu	  erkennen.	  Zeigen	  sich	  bei	  einer	  Zelle	  beide	  Merkmale	  befindet	  sich	  
die	  Zelle	  in	  einem	  fortgeschrittenen	  Apoptosestadium.	   	  
	  
	  
	  
3.5.9	   WST-­‐Assay	  
	  
Zur	  Beurteilung	  der	  Zellvitalität	  wurden	  im	  Rahmen	  verschiedener	  Zellkulturexperimente	  WST-­‐Assays	  
durchgeführt.	   Hierbei	   wird	   die	   Aktivität	   des	   mitochondrialen	   Enzyms	   Succinat-­‐Tetrazolium-­‐
Dehydrogenase	  mit	   Hilfe	   eines	   Detektionsreagenz	   dadurch	   erfasst,	   dass	   der	   im	   Reagenz	   enthaltene	  
rote	   Farbstoff	   4-­‐[3-­‐(4-­‐Iodophenyl)-­‐2-­‐(4-­‐nitrophenyl)-­‐2H-­‐5-­‐tetrazolio]-­‐1,3-­‐Benzol-­‐Disulfonat	   (Absorp-­‐
tionsmaximium	  bei	  655	  nm)	  durch	  die	  Succinat-­‐Tetrazolium-­‐Dehydrogenase	  zu	  dem	  gelben	  Farbstoff	  
Formazan	   (Absorptionsmaximum	  bei	  450	  nm)	  umgesetzt	  wird.	  Da	  nur	  vitale	  Zellen	  über	  ein	   intaktes	  
Enzym	  verfügen,	  können	  nur	  diese	  den	  Farbstoff	   reduzieren,	  so	  dass	  als	   Indikator	   für	  die	  Zellvitalität	  
die	  Absorption	  bei	  450	  nm	  photometrisch	  erfasst	  werden	  kann.	  	  
Im	   jeweiligen	  Versuch	  wurde	  das	  Reagenz	  WST-­‐1	  der	   Firma	  Roche	  mit	  dem	  verwendeten	  Zellkultur-­‐
medium	  einschließlich	  der	  Zusätze	  im	  Verhältnis	  1:10	  (v/v)	  verdünnt,	  anschließend	  die	  Zellen	  mit	  einer	  
ausreichenden	  Menge	  dieser	  Lösung	  in	  der	  Zellkulturschale	  bedeckt	  und	  abhängig	  von	  der	  Signalstärke	  
nach	   einer	   Inkubationszeit	   von	   15	  min	   bzw.	   30	   min	   je	   100	  µl	   dieser	   Lösung	   in	   eine	   96-­‐Well-­‐Platte	  
pipettiert.	  Die	  photometrische	  Analyse	  wurde	  mit	  dem	  Infinite	  M200	  pro	  der	  Firma	  Tecan	  bei	  450	  nm	  
Detektionswellenlänge	  und	  die	  anschließende	  Auswertung	  mit	  der	  iControl-­‐Software	  durchgeführt.	  	  
	  
	  
3.6	   Immunologische	  Methoden	  
	  
3.6.1	   Immunfluoreszenz	  
	  
Fixierungslösung:	   	   PBS	  
3,7%	  (v/v)	  Formaldehyd	  	  
	   	  
Permeabilisierungslösung:	  	   PBS	  
	   	   	   	   1%	  (w/v)	  BSA	  
	   	   	   	   0,2%	  (v/v)	  Triton	  X-­‐100	  
	   	  
BSA/PBS:	   	   	   PBS	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   1%	  (w/v)	  BSA	  
	  
DAPI-­‐Lösung:	   	   	   PBS	  
200	  ng/ml	  DAPI	  
	   	   	   	   1%	  (w/v)	  BSA	  
	  
Um	   in	   entsprechend	  des	  Versuchsprotokolls	   vorbehandelten	   Zellen	  bestimmte	  Proteine	   fluoreszenz-­‐
mikroskopisch	  zu	  detektieren,	  wurde	  die	  Methode	  der	  indirekten	  Immunfluoreszenz	  angewendet.	  Die	  
zu	  untersuchenden	  Zellen	  wurden	  dazu	   in	  2	  cm	  durchmessenden	  Zellkulturschalen	  zu	   jeweils	  1	  x	  105	  
Zellen	   pro	   Schale	   auf	   runden,	   1,5	   cm	   durchmessenden	   Deckgläschen,	   die	   zuvor	   auf	   den	   Boden	   der	  
Schalen	  gelegt	  wurden,	  kultiviert.	  
Zur	   Immunfluoreszenzanalyse	   wurde	   nach	   Vorbehandlung	   der	   Zellen	   entsprechend	   des	   Versuchs-­‐
protokolls	  zunächst	  das	  Zellkulturmedium	  aus	  den	  Schalen	  abgesaugt	  und	  die	  Zellen	  für	  1	  min	  in	  PBS	  
gewaschen.	  Anschließend	  wurde	  pro	  Schale	  350	  µl	   Fixierungslösung	  zugegeben.	  Nach	   Inkubation	   für	  	  	  	  
8	  min	  bei	  RT	  wurden	  die	  Zellen	  dreimal	   für	   jeweils	  7	  min	   in	  PBS	  gewaschen	  und	  anschließend	  mit	   je	  
350	  µl	  Permeabilisierungslösung	  für	  5	  min	  auf	  Eis	  inkubiert.	  Nachfolgend	  wurde	  pro	  Schale	  350	  µl	  des	  
entsprechenden	  affinitätsgereinigten	  Primärantikörpers	  (1:250	   in	  BSA/PBS)	  zugegeben	  und	  die	  Zellen	  
für	  60	  min	  bei	  RT	  inkubiert.	  Nach	  dreimaligem	  Waschen	  der	  Zellen	  für	  je	  7	  min	  in	  BSA/PBS	  wurden	  die	  
Zellen	  für	  60	  min	  mit	  je	  350	  µl	  des	  entsprechenden	  Sekundärantikörpers	  (TexasRed-­‐anti-­‐rabbit	  1:1000	  
in	   BSA/PBS)	   unter	   lichtgeschützten	   Bedingungen	   bei	   RT	   versetzt.	   Anschließend	   wurden	   die	   Zellen	  
einmal	   für	  7	  min	  mit	  BSA/PBS	  gewaschen	  und	  schließlich	  mit	   je	  350	  µl	  DAPI-­‐Lösung	  für	  5	  min	  bei	  RT	  
inkubiert.	  Nach	  erneutem	  dreimaligem	  Waschen	  in	  BSA/PBS	  für	  je	  7	  min	  wurden	  die	  Zellen	  für	  1	  min	  in	  
PBS	   gewaschen.	   Anschließend	   wurden	   die	   Zellen	   in	   den	   Zellkulturschalen	   für	   5	   min	   bei	   37	   °C	  
getrocknet,	   die	   Deckgläschen	   vorsichtig	   entnommen	   und	   diese	   auf	   Objektträgern	   mit	   2	   Tropfen	  
MOBICOL	   fixiert.	  Die	  Detektion	  erfolgte	   fluoreszenzmikroskopisch	  bei	  460	  nm	  Detektionswellenlänge	  
für	   das	   DAPI-­‐Signal	   (UV-­‐Filter)	   bzw.	   630	   nm	   Detektionswellenlänge	   für	   das	   Signal	   des	   Texas-­‐Red	  
Antikörpers	  (TexR-­‐Filter).	  
	  
	  
3.6.2	   Elektrotransfer	  von	  Proteinen	  auf	  PVDF-­‐Membranen	  (Western-­‐Blotting)	  nach	  dem	  „Tank-­‐
Blot-­‐Verfahren“	  
	   	  
Transferpuffer:	  	  	   	   	   H2O	  bidest.	  
	   	  	   	   96	  mM	   	   Glycin	  
	   	  	   	   12,4	  mM	   Tris	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Um	   die	   in	   der	   SDS-­‐Page	   aufgetrennten	   Proteine	   (vgl.	   3.5.1)	   auf	   eine	   PVDF-­‐Membran	   zur	   weiteren	  
immunologischen	   Detektion	   zu	   übertragen,	   wurden	   in	   einer	   Plastikhalterung	   zunächst	   auf	   einen	   in	  
Transferpuffer	  getränkten	  Schwamm	  ein	  ebenfalls	   in	  Transferpuffer	  getränktes	  Filterpapier	  gelegt,	  es	  
folgten	   das	   SDS-­‐Gel,	   die	   PVDF-­‐Membran,	   erneut	   ein	   puffergetränktes	   Filterpapier	   sowie	   ein	   zweiter	  
puffergetränkter	   Schwamm.	   Die	   Platikhalterung	  mit	   den	   in	   der	   beschriebenen	  Weise	   geschichteten	  
Materialien	  wurde	  so	  in	  den	  Blottank	  eingesetzt,	  dass	  das	  Gel	  zur	  Kathode	  und	  die	  PVDF-­‐Membran	  zur	  
Andode	   ausgerichtet	   waren.	   Der	   Blottank	   wurde	   anschließend	   mit	   auf	   16	   °C	   vorgekühltem	  
Transferpuffer	  aufgefüllt	  und	  der	  elektrische	  Transfer	  für	  3	  h	  bei	  16	  °C	  und	  400	  mA	  durchgeführt.	  Die	  
Angaben	  zur	  Stromstärke	  beziehen	  sich	  dabei	  auf	  eine	  durchschnittliche	  Gelgröße	  von	  110	  cm2.	  	  	  	  
	  
	  
3.6.3	   Immunologische	  Detektion	  von	  Proteinen	  in	  PVDF-­‐Membranen	  
	   	  
PBS-­‐Tween:	   	   PBS	  
	   	  	   	   0,01%	  Tween	  20	  
	  
Milchpulverlösung:	   PBS	  
	   	  	   	   5%	  (w/v)	  Magermilchpulver	  
	  
Nach	   dem	   Elektrotransfer	   der	   zu	   untersuchenden	   Proteine	   auf	   eine	   PVDF-­‐Membran	   wurde	   diese	  
zunächst	   unter	   ständiger	  Agitation	  mit	   10	  ml	  Milchpulverlösung	   (5%	   (w/v)	   in	   PBS)	   inkubiert,	   um	  ein	  
unspezifisches	  Binden	  der	  Antikörper	  an	  die	  Oberfläche	  der	  PVDF-­‐Membran	  zu	  verhindern	  („Blocken“).	  
Anschließend	  wurde	  die	  Membran	  mit	  10	  ml	  Primärantikörperlösung	  (Antikörper	  1:1000	  bzw.	  1:10000	  
(v/v)	  in	  5%iger	  (w/v)	  Milchpulverlösung)	  bei	  4	  °C	  für	  720	  min	  versetzt	  und	  danach	  zunächst	  dreimal	  für	  
je	   5	   min	   in	   PBS,	   dann	   dreimal	   für	   je	   5	   min	   in	   PBS-­‐Tween	   gewaschen.	   Nachdem	   anschließend	   die	  
Membran	  mit	  10	  ml	  Sekundärantikörperlösung	  (Antikörper	  1:1000	  (v/v)	   in	  5%iger	   (w/v)	  Milchpulver-­‐
lösung)	  für	  90	  min	  bei	  RT	  lichtgeschützt	  inkubiert	  und	  erneut	  dreimal	  für	  je	  5	  min	  in	  PBS,	  dann	  dreimal	  
für	   je	   5	   min	   in	   PBS-­‐Tween	   gewaschen	   worden	   war,	   wurde	   die	   Membran	   für	   30	   min	   bei	   RT	  
lichtgeschützt	   getrocknet.	   Die	   Detektion	   der	   Fluoreszenzsignale	   erfolgte	   anschließend	   mit	   dem	  
Typhoon-­‐Scanner	  (GE	  Healthcare)	  bei	  532	  nm	  (Cy3)	  bzw	  633nm	  (Cy5)	  Detektionswellenlänge.	  
Um	  auf	  einer	  auf	  diese	  Weise	  vorbehandelten	  PVDF-­‐Membran	  erneut	  Proteine	  detektieren	  zu	  können,	  
wurde	   die	   getrocknete	   Membran	   zunächst	   für	   10	   s	   in	   90%igem	   Methanol	   geschwenkt	   und	  
anschließend	  für	  90	  min	  bei	  RT	  mit	  der	  Primärantikörperlösung	  (Antikörper	  1:1000	  bzw.	  1:10000	  (v/v)	  
in	  5%iger	  (w/v)	  Milchpulverlösung)	  inkubiert.	  Nach	  jeweils	  zweimaligem	  Waschen	  der	  Membran	  für	  5	  
min	   zunächst	   in	   PBS,	   dann	   in	   PBS-­‐Tween,	   wurde	   die	   Membran	   mit	   der	   Sekundärantikörperlösung	  
(Antikörper	   1:1000	   in	   5%iger	   (w/v)	   Milchpulverlösung)	   für	   90	   min	   lichtgeschützt	   bei	   RT	   versetzt.	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Danach	  wurde	   die	  Membran	   erneut	   je	   zweimal	   in	   PBS	   und	   nachfolgend	   in	   PBS-­‐Tween	   für	   je	   5	  min	  
gewaschen,	   anschließend	   getrocknet	   und	   die	   Fluoreszenzsignale	   mit	   dem	   Typhoon-­‐Scanner	   bei	  	  	  	  	  	  	  	  
532	  nm	  (Cy3)	  bzw.	  633	  nm	  (Cy5)	  Detektionswellenlänge	  analysiert.	  	  	  	  
	  
3.7	   Analytische	  Methoden	  
	  
3.7.1	   SDS-­‐Polyacrylamid-­‐Gelelektrophorese	  nach	  Laemmli	  (1970)	  
	  
Elektrodenpuffer:	   	   	   H2O	  bidest.	  
	   	  	   	   50	  mM	   	   Tris	  
	   	  	   	   384	  mM	   Glycin	  
	   	  	   	   0,1%	  (w/v)	   SDS	  
	  
	  
Tab.6:	  Gießschema	  für	  SDS	  Polyacrylamid-­‐Gele	  
Lösungen	   Trenngel	   Sammelgel	  
Acrylamidkonzentration	   12,5%	   5%	  
Acrylamid	  (40%)	   4,69	  ml	   600	  µl	  
Bisacrylamid	   1,25	  ml	   160	  µl	  
H20	  bidest	  	   2,86	  ml	   3,34	  ml	  
1,875	  M	  Tris/HCl,	  pH	  8,8	   6	  ml	   /	  
1	  M	  Tris/HCl,	  pH	  6,8	   /	   600	  µl	  
10	  %	  (w/v)	  SDS	  	   150	  µl	   48	  µl	  
20	  %	  (v/v)	  AMPS	   45	  µl	   45	  µl	  
TEMED	   5	  µl	   7	  µl	  
Gesamtvolumen	   15	  ml	   4,8	  ml	  
	   	  
Zur	  Abdichtung	  der	  Gele	  wurde	  ein	  Bodengel	  aus	  2%	  (w/v)	  Agar	  gegossen.	  Die	  Elektrophorese	  erfolgte	  
im	  Elektrodenpuffer	  für	  3h	  bei	  45	  mA	  oder	  für	  16	  h	  bei	  5	  mA.	  
	  
	  
3.7.2	   Proteinfärbung	  mit	  Coomassie-­‐Brilliant-­‐Blue	  
	  
Färbelösung:	   	   	   	   H2O	  bidest.	  
0,2%	  (w/v)	  	   Coomassie-­‐Brilliant-­‐Blue	  R250	  
	   	  	   	   0,005%	  (w/v)	  	   Coomassie-­‐Brilliant-­‐Blue	  G250	  
	   	  	   	   50%	  (v/v)	  	   Methanol	  
	   	  	   	   10%	  (v/v)	  	   Essigsäure	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Entfärbelösung	  1:	   	   	   H2O	  bidest.	  
	  	   	   50%	  (v/v)	   Methanol	  
	  	   	   10%	  (v/v)	   Essigsäure	   	   	   	   	   	  
	  
Entfärbelösung	  2:	   	   	   H2O	  bidest.	  
	   	  	   	   10%	  (v/v)	   Methanol	  
	   	  	   	   5%	  (v/v)	   Essigsäure	  	   	  
	  
Alle	  im	  Folgenden	  beschriebenen	  Arbeitsschritte	  erfolgten	  bei	  RT	  unter	  ständiger	  Agitation.	  Nachdem	  
das	  zu	  färbende	  Gel	  nach	  der	  Elektrophorese	  für	  30	  min	  mit	  der	  Färbelösung	   	   inkubiert	  worden	  war,	  
wodurch	   sich	   sowohl	  die	  Proteine	  als	   auch	  die	  Gelmatrix	   anfärbte,	  wurde	  durch	  eine	   Inkubation	   für	  	  	  
15	   min	   mit	   Entfärbelösung	   1,	   gefolgt	   von	   einer	   24-­‐stündigen	   Inkubation	   mit	   Entfärbelösung	   2	   die	  
Gelmatrix	   wieder	   entfärbt,	   so	   dass	   die	   nun	   selektiv	   dargestellten	   Proteine	   sichtbar	   wurden.	   Nach	  
dieser	   Entfärbung	   der	   Gelmatrix	   wurde	   das	   Gel	   zur	   Quantifizierung	   eingescannt	   und	   anschließend	  
zwischen	  zwei	  Blättern	  Celophanfolie	  getrocknet.	  
	  
	  
3.7.3	   Fluoroimaging	  und	  Quantifizierung	  über	  die	  Image-­‐Quant-­‐Software	  
	  
Die	   mit	   Cy3-­‐	   bzw.	   Cy5-­‐Fluorophor-­‐gekoppelten	   Antikörpern	   sichtbar	   gemachten	   Proteinbanden	   auf	  
PVDF-­‐Membranen	  wurden	  zur	  weiteren	  Analyse	  hinsichtlich	  ihrer	  Intensität	  quantifiziert.	  Hierzu	  wurde	  
die	   jeweilige	   PVDF-­‐Membran	   nach	   Inkubation	   mit	   dem	   Sekundärantikörper	   und	   mehreren	   Wasch-­‐
schritten	  (vgl.	  3.6.3)	   für	  30	  min	  bei	   lichtgeschützten	  Verhältnissen	  getrocknet.	  Anschließend	  konnten	  
mit	  dem	  Typhooh-­‐Scanner	  der	  Firma	  GE	  Healthcare	  die	  Proteinbanden	  visualisiert	  und	  mit	  der	  Image-­‐
Quant-­‐Software	   die	   Intensität	   der	   detektierten	   Banden	   quantifiziert	   werden.	   Bei	   dieser	   Methode	  
wurde	  darauf	  geachtet,	  dass	  sich	  die	  auszuwertende	  Bandenintensität	  stets	  in	  einem	  linearen	  Bereich	  
befand.	  	  	  	  	  	  
	  
	  
3.7.4	   Entfernung	  von	  Fluorophor-­‐gekoppelten	  Immunkomplexen	  von	  PVDF-­‐Membranen	  
(„Stripping“)	  
	  
Eine	   PVDF-­‐Membran,	   die	   zum	   Nachweis	   bestimmter	   Proteine	   bereits	   mit	   Fluorophor-­‐gekoppelten	  
Antikörpern	   inkubiert	   worden	   war	   (vgl.	   3.6.3),	   konnte	   prinzipiell	   für	   einen	   weiteren	   Nachweis	   der	  
aufgetrennten	   Proteine	   genutzt	   werden.	   Dazu	   mussten	   die	   bereits	   gebundenen	   Fluorophor-­‐
gekoppelten	  Antikörper	  entfernt	  werden,	  um	  die	  auf	  der	  PVDF-­‐Membran	  gebundenen	  Proteine	  erneut	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für	   entsprechende	   Primärantikörper	   zugänglich	   zu	   machen.	   Die	   PVDF-­‐Membran	   wurde	   zu	   diesem	  
Zweck	  zunächst	   für	  10	  s	  mit	  100%	  Methanol	   inkubiert	  sowie	  anschließend	  zweimal	   für	  3	  min	   in	  PBS,	  
dann	  in	  PBS-­‐Tween	  gewaschen.	  Es	  folgte	  eine	  Inkubation	  mit	  dem	  „Western-­‐Blot-­‐Stripping-­‐Buffer“	  der	  
Firma	  Pierce	   für	  120	  min	  bei	  RT.	  Nach	  zweimaligem	  Waschen	  der	  PVDF-­‐Membran	   in	  PBS	  sowie	  PBS-­‐
Tween	   konnte	   dann	   erneut	   eine	   immunologische	   Detektion	   der	   auf	   der	   Membran	   gebundenen	  
Proteine	  gemäß	  Kapitel	  3.6.3	  durchgeführt	  werden.	  
	  	  
3.7.5	   Fluoreszenzmikroskopie	  
	   	  
Die	   mikroskopische	   Auswertung	   der	   Immunfluoreszenzversuche,	   der	   Migrationsassays	   sowie	   der	  
Apoptose-­‐Nekrose-­‐Assays	  erfolgte	  mit	  dem	  Fluoreszenzmikroskop	  Eclipse	  TE	  2000-­‐S	  der	  Firma	  Nikon.	  
Dabei	  wurden	  folgende	  Filter	  verwendet:	  	  
	  
Tab.7:	  verwendete	  Filter	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Filter	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Anregung	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Trennung	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Emission	  
TRITC	   528-­‐552	  nm	   565	  nm	   582-­‐627	  nm	  
TexR	   540-­‐580	  nm	   595	  nm	   600-­‐660	  nm	  
GFP	   465-­‐495	  nm	   505	  nm	   515-­‐555	  nm	  
DAPI	   340-­‐380	  nm	   400	  nm	   435-­‐485	  nm	  
	  
	  
3.8	   Statistische	  Analysen	  
	  
Zur	  statistischen	  Analyse	  der	  im	  ersten	  Abschnitt	  des	  Ergebnisteils	  dargestellten	  Untersuchungen	  von	  
Gewebeproben	  wurde	  der	  Wilcoxon-­‐Rangsummentest	  (Mann-­‐Whitney-­‐U-­‐Test)	  ausgewählt,	  da	  es	  sich	  
bei	   dem	  betrachteten	   Kollektiv	   an	   Lungenkarzinompatienten	   um	  eine	   unverbundene	   Stichprobe	  mit	  
nicht	  vorausgesetzter	  Normalverteilung	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  in	  der	  Grundgesamtheit	  bei	  einem	  
untersuchten	   stetigen	   und	   quantitativen	  Merkmal	   handelt.	   Zur	   statistischen	  Analyse	   der	   im	   zweiten	  
Abschnitt	   des	   Ergebnisteils	   dargestellten	   Zellkulturversuche	   wurde	   der	   t-­‐Test	   für	   unverbundene	  
Stichproben	   verwendet,	   da	   jeweils	   das	   gleiche	   Protein	   in	   unterschiedlich	   behandelten	   Zell-­‐
populationen	   der	   gleichen	   Zelllinie	   betrachtet	   wurde	   und	   es	   sich	   daher	   um	   eine	   unverbundene	  
Stichprobe	  mit	   vorausgesetzter	  Normalverteilung	  des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	  der	  Grundgesamtheit	  
handelt	  bei	  einem	  untersuchten	  stetigen	  und	  quantitativen	  Merkmal.	  Die	  statistischen	  Tests	  wurden	  
mit	   Hilfe	   der	   XLStat	   Pro	   (Addinsoft,	   NY,	   USA)	   und	   Statistical	   Package	   for	   the	   Social	   Sciences	   v.	   17.0	  
Software	  (SPSS,	  Chicago,	  IL)	  durchgeführt.	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4.	   Ergebnisse	  
	  
	  
Im	  Folgenden	  werden	  zunächst	  die	  Ergebnisse	  von	  Untersuchungen	  zum	  Sec62-­‐Proteingehalt	  in	  140	  
Gewebeproben	   von	  70	   Lungenkarzinompatienten	  erläutert	   (4.1.),	  wobei	   vor	  Darstellung	  der	  Daten	  
der	   quantitativen	   Analysen	   (4.1.4)	   auf	   im	   Vorfeld	   notwendige	   Untersuchungen	   zu	   methodischen	  
Fragestellungen	   wie	   der	   Wahl	   eines	   geeigneten	   Lyseverfahrens	   für	   die	   Proteinextraktion	   aus	   den	  
Proben	  (4.1.1),	  der	  Wahl	  eines	  geeigneten	  Kontrollproteins	  (4.1.2)	  sowie	  den	  Vergleich	  verschiedener	  
Antikörperkonzentrationen	  und	  -­‐inkubationszeiten	  für	  die	  Western-­‐Blot-­‐Analyse	  (4.1.3)	  eingegangen	  
wird.	   Anschließend	   sind	   die	   Ergebnisse	   von	   statistischen	   Analysen	   hinsichtlich	   einer	   Korrelation	  
zwischen	   dem	   Sec62-­‐Gehalt	   in	   den	   Tumorproben	   und	   klinischen	   sowie	   pathologischen	   Daten	   der	  
Patienten	   (4.1.5)	   sowie	   nachfolgend	   Untersuchungen	   der	   Genkopienzahl	   in	   den	   Gewebeproben	  
(4.1.6)	  dargestellt.	  
Im	   zweiten	   Abschnitt	   des	   Ergebnisteils	   (4.2)	   werden	   die	   Ergebnisse	   funktioneller	   Zellkultur-­‐
experimente	  mit	  verschiedenen	  humanen	  Zelllinien	  zur	  Rolle	  von	  Sec62	  bei	  der	  Zellmigration	  (4.2.3)	  
sowie	  der	   „unfolded	  protein	   response“	   (UPR)	   und	  ER-­‐Stress	   (4.2.4)	   darsgestellt.	   Zuvor	  wird	   erneut	  
auf	  Untersuchungen	  zu	  methodischen	  Fragestellungen	  eingegangen	  (4.2.1	  und	  4.2.2).	  
	  
	  
	  
4.1	   Untersuchung	  von	  Lungen-­‐	  und	  Schilddrüsenkarzinomgewebe	  
	  
	  
4.1.1	   Wahl	  eines	  geeigneten	  Lyseverfahrens	  
	  
	  
Für	   die	   im	   Folgenden	   beschriebenen	   Untersuchungen	   wurden	   bei	   -­‐80	   °C	   gelagerte	   Gewebefrisch-­‐
proben	   aus	   dem	   Institut	   für	   allgemeine	   und	   spezielle	   Pathologie	   des	   Universitätsklinikums	   des	  
Saarlandes	  verwendet.	  Zur	  Analyse	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  mit	  dem	  Western-­‐Blot-­‐Verfahren	  war	  
zunächst	  eine	  effektive	  Proteinextraktion	  aus	  den	  Proben	  erforderlich.	  
Hierzu	  wurden	  drei	  verschiedene,	  selbst	  entworfene	  Lyseprotokolle	   (einzelne	  Schritte	  siehe	  Abb.11	  
A)	   exemplarisch	   an	   der	   tumorfreien	   Gewebeprobe	   des	   Patienten	   5826	   getestet.	   Durch	   die	  
Anfertigung	   eines	   Commassie-­‐gefärbten	   Gels	   sollte	   die	   Effektivität	   der	   Proteinextraktion	   aus	   den	  
Kryoschnitten	  und	  durch	  eine	  immunologische	  Detektion	  der	  Sec62-­‐	  und	  β-­‐Aktin-­‐Bande	  im	  Western-­‐
Blot-­‐Verfahren	  die	   Integrität	   der	   für	   die	   folgenden	  Untersuchungen	   relevanten	  Proteine	  unter	   den	  
einzelnen	  Lyseverfahren	  verglichen	  werden	  (vgl.	  Abb.11,	  B/C).	  	  
Dabei	  zeigten	  alle	  drei	  Lyseprotokolle	  eine	  ähnlich	  effektive	  Proteinextraktion,	  da	  sich	  die	  Intensität	  
der	  Banden	  im	  Commassie-­‐Gel	  kaum	  unterschied	  .	  Allerdings	  deuteten	  die	  Ergebnisse	  des	  Western-­‐
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Blot-­‐Analyse	  beim	  Lyseverfahren	  3	  auf	  Grund	  einer	  vergleichsweise	  schwachen	  Intensität	  der	  Sec62-­‐
Bande	  auf	  eine	  leichte	  Degradation	  der	  Proteine	  und	  im	  Lyseverfahren	  1	  auf	  eine	  verglichen	  mit	  dem	  
Lyseverfahren	   2	   etwas	   geringere	   aus	   den	   Kryoschnitten	   gelöste	   Proteinmenge	   hin.	   Da	   sich	   dies	   in	  
weiteren	   Experimenten	   mit	   Gewebeproben	   anderer	   Patienten	   bestätigte,	   wurden	   alle	   weiteren	  
Analysen	  unter	  Anwendung	  von	  Lyseverfahren	  2	  durchgeführt.	  	  
	  
	  
	  
Abb.11:	   Lyseverfahren	   zur	  Proteinextraktion	  aus	   kryokonservierten	  Gewebefrischproben.	  Um	  das	  optimale	  
Verfahren	   zur	   Proteinextraktion	   aus	   kryokonservierten	   Gewebefrischproben	   zu	   evaluieren,	   wurden	   drei	  
verschiedene	   Lyseverfahren	   getestet	   (A).	   In	   Lyseverfahren	   1	   wurden	   3	   Kryoschnitte	   a	   30	   µm	   in	   300	   µl	  
Gewebelysepuffer	   aufgenommen	   und	   30	   min	   auf	   Eis	   inkubiert.	   Nach	   Zugabe	   von	   300	   µl	   2x	   Probenpuffer	  
wurden	  die	  Proben	  15	  min	  für	  37	  °C,	  dann	  10	  min	  für	  56	  °C	  	   inkubiert	  und	  anschließend	  für	  10	  min	  bei	  5000	  
rpm	   und	   4	   °C	   in	   der	   Tischkühlzentrifuge	   (Centrifuge	   5402,	   Eppendorf)	   zentrifugiert.	   Der	   Überstand	   wurde	  
abpipettiert	   und	   zur	   Analyse	   im	  Western-­‐Blot	   verwendet.	   In	   Lyseverfahren	   2	  wurden	   die	  Gewebeproben	   im	  
Unterschied	   zu	   Lyseverfahren	   1	   nach	   Inkubation	   mit	   dem	   Gewebelysepuffer	   zunächst	   für	   5	   min	   bei	   37	   °C	  
inkubiert	  und	  nach	  Zugabe	  von	  Glassbeads	   für	  30	  min	   in	  einem	  Vortexrotor	  bei	  Stufe	  6	  homogenisiert.	  Nach	  
erneuter	   Inkubation	  bei	  37	  °C	  für	  10	  min	  und	  anschließend	  für	  weitere	  10	  min	  bei	  56	  °C	  wurden	  die	  Proben	  
analog	   zum	   Lyseverfahren	   1	   zentrifugiert	   und	   der	   Überstand	   abpipettiert.	   In	   Lyseverfahren	   3	   wurden	   die	  
Gewebeproben	  nach	  30-­‐minütiger	  Inkubation	  in	  Gewebelysepuffer	  zweimal	  für	  20	  sec	  mittels	  Ultraschallwellen	  
homogenisiert.	  Anschließend	  wurden	  die	  Proben	  bei	  37	  °C	  für	  10	  min	  und	  anschließend	  für	  	  	  	  10	  min	  bei	  56	  °C	  
analog	   zu	   den	   beiden	   erstgenannten	   Lyseverfahren	   	   inkubiert,	   schließlich	   ebenfalls	   zentrifugiert	   und	   der	  
Überstand	   zur	   weiteren	   Analyse	   abpipettiert.	   (B)	   zeigt	   die	   Western	   Blots	   sowie	   das	   Coomassie-­‐Gel	   der	  
unterschielich	   vorbehandelten	   Proben.	   T	   kennzeichnet	   dabei	   die	   Spuren,	   in	   denen	   Lysate	   der	   Tumorprobe	  
sowie	  L	  diejenigen	  Spuren	  in	  denen	  Lysate	  der	  gesunden	  Lungengewebeprobe	  aufgetragen	  wurden.	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4.1.2	   Wahl	  eines	  geeigneten	  Referenzproteins	  
	  
	  
Um	  den	  Sec62-­‐Gehalt	  einzelner	  Gewebeproben	  untereinander	  sowie	  den	  einer	  Tumorgewebeprobe	  
mit	  dem	  der	  gesunden	  Gewebeprobe	  desselben	  Patienten	  vergleichen	  zu	  können,	  musste	  zunächst	  
ein	   Referenzprotein	   ausgewählt	  werden	   zu	   dem	   der	   Sec62-­‐Proteingehalt	   in	   Bezug	   gesetzt	  werden	  
konnte.	   Einen	   dadurch	   ermittelten	   relativen	   Sec62-­‐Proteingehalt	   bezogen	   auf	   ein	   bestimmtes	  
Housekeeping-­‐Protein	   (genaue	  Berechnung	  s.	  4.1.4)	  musste	  einer	  alleinigen	  absoluten	  Bestimmung	  
des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   vorgezogen	  werden,	   da	   aus	   unterschiedlich	   großen	   Gewebeproben	  mit	  
unterschiedlichem	   histologischem	   Aufbau	   auch	   unterschiedliche	   Mengen	   an	   Proteinen	   extrahiert	  
wurden,	  so	  dass	  die	  Gesamtmenge	  der	   in	  der	  SDS-­‐PAGE	  aufgetragenen	  Proteine	  in	  einem	  gewissen	  
Ausmaß	  von	  Probe	  zu	  Probe	  variierte	  und	  daher	  einen	  direkten	  Vergleich	  der	  Sec62-­‐Bandenintensität	  
einzelner	   Proben	   untereinander	   ohne	   deutliche	   Einschränkungen	   der	   Validität	   unmöglich	   machte.	  
Daher	  wurde	  zunächst	  beispielhaft	  an	  den	  gesunden	  Gewebeproben	  der	  Patienten	  2639	  und	  429	  der	  
Gehalt	   der	   zwei	   in	   der	   proteinbiochemischen	   und	   molekularbiologischen	   Forschung	   etablierten	  
Referenz-­‐Proteine	   GAPDH	   und	   ß-­‐Aktin	   (Jiang	   et	   al.,	   2009;	   Frota	   et	   al.,	   2011;	   Yu	   et	   al.,	   2011)	  
untersucht	  sowie	  die	  Linearität	  der	  Antikörper-­‐Antigen-­‐Bindung	  anhand	  des	  nach	  Immunodetektion	  
erhaltenen	   Signals	   mit	   dem	   Typhoon-­‐Imager	   (GE	   Healthcare)	   analysiert	   und	   der	   Image-­‐Quant-­‐
Software	  ausgewertet.	  	  
Die	   Gewebeproben	  wurden	   gemäß	   Kapitel	   3.4	   aufgeschlossen,	   jeweils	   10	  µl,	   20	  µl	   und	   30	  µl	   des	  
Proteinlysates	  der	   jeweiligen	  Proben	  in	  einer	  SDS-­‐PAGE	  aufgetrennt	  und	  nach	  Western	  Blotting	  mit	  
den	  in	  der	  Arbeitsgruppe	  verwendeten	  Antikörpern	  auf	  den	  Sec62-­‐,	  GAPDH-­‐	  und	  ß-­‐Aktin-­‐Gehalt	  hin	  
untersucht.	  
Wie	  in	  Abbildung	  12	  dargestellt	  zeigten	  beide	  Gewebeproben	  einen	  schwächeres	  GAPDH-­‐	  als	  Sec62-­‐
Signal,	   das	   ß-­‐Aktin-­‐Signal	   war	   in	   der	   gesunden	   Gewebeprobe	   des	   Patienten	   2639	   stärker,	   in	   der	  
gesunden	  Gewebeprobe	  des	  Patienten	  429	  hingegen	  schwächer	  ausgeprägt	  als	  das	  jeweilige	  Sec62-­‐
Signal.	   Dieser	   Unterschied	   konnte	   jedoch	   auch	   in	   analoger	   Weise	   in	   den	   entsprechenden	  
Tumorproben	   der	   Patienten	   nachgewiesen	   werden	   (Daten	   nicht	   gezeigt),	   sodass	   von	   einem	   zwar	  
interindividuell	   unterschiedlichen,	   zwischen	   Tumorprobe	   und	   gesunder	   Gewebeprobe	   desselben	  
Patienten	  aber	  stabilen	  GAPDH-­‐	  bzw.	  ß-­‐Aktin-­‐Proteingehalt	  ausgegangen	  werden	  kann.	  
Die	  Korrelationskoeffizienten	  der	  durch	  die	  quantitative	  Auswertung	  der	  jeweiligen	  Bandenintensität	  
festgelegten	  Bestgeraden	  zeigten,	  dass	  die	  GAPDH-­‐Signale	   im	  Western	  Blot	  unter	  Verwendung	  des	  
beschriebenen	  Antikörpers	   im	  untersuchten	   Intensitätsbereich	  kein	   lineare	  Beziehung	  beschrieben,	  
da	  sich	   für	  beide	  Patientenproben	  Korrelationskoeffizienten	  <	  0,9	  ergaben	  und	  der	  Verlauf	  der	  mit	  
der	   Image-­‐Quant-­‐Software	   ausgewerteten	   und	   im	   Diagramm	   als	   Punkte	   aufgetragenen	   Banden-­‐
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intensitäten	  eher	  eine	  Sättigungskurve	  als	  eine	  Linearität	  bezüglich	  der	  Antikörper-­‐Antigen-­‐Bindung	  
anzudeuten	  schien.	  
	  
	  
Abb.12:	  Auswahl	  des	   geeigneten	  Referenzproteins	   für	  die	  Western-­‐Blot-­‐Analysen.	  Um	  den	  Sec62-­‐Gehalt	   in	  
den	   	  Gewebeproben	  quantitativ	   analysieren	   zu	   können,	  wurden	  die	  beiden	  Proteine	  β-­‐Aktin	  und	  GAPDH	  als	  
potentielle	   Referenzproteine	   untersucht.	   Dazu	   wurden	   zwei	   Gewebeproben	   (2639L,	   429L)	   	   gemäß	  
Lyseverfahren	  2	  aufgeschlossen,	  jeweils	  10	  µl,	  20	  µl	  und	  30	  µl	  des	  Proteinlysates	  in	  einer	  SDS-­‐PAGE	  aufgetrennt	  
und	  nach	  Western	  Blotting	  mit	  den	  in	  der	  Arbeitsgruppe	  verwendeten	  Antikörpern	  auf	  den	  Sec62-­‐	  und	  GAPDH-­‐
Gehalt	   hin	  untersucht	   (A).	  Die	  Korrelationskoeffizienten	  der	  durch	  die	  quantitative	  Auswertung	  des	  Western	  
Blots	  festgelegten	  Bestgeraden	  zeigt,	  dass	  der	  verwendete	  GAPDH-­‐Antikörper	  im	  untersuchten	  Bereich	  nicht	  in	  
ausreichendem	  Maße	   linear	   an	   die	   im	   Blot	   aufgetrennten	   Proteine	   bindet,	   da	   sich	   für	   beide	   untersuchten	  
Patientenproben	   Korrelationskoeffizienten	   <	   0,9	   ergaben	   und	   der	   Verlauf	   der	   ausgewerteten	   	   und	   im	  
Diagramm	   aufgetragenen	   Bandenintensitäten	   eher	   eine	   Sättigungskinetik	   als	   eine	   Linearität	   bezüglich	   der	  
Antikörper-­‐Antigen-­‐Bindung	  anzudeuten	  schien.	  Um	  eine	  genauere	  Linearität	  des	  Signals	  zu	  erreichen,	  wurden	  
andere	  Probenvolumina	  ausgewählt	   (20	  µl,	  25	  µl,	  30	  µl	  statt	  10	  µl,	  20	  µl,	  30	  µl)	  und	  β-­‐Aktin	  statt	  GAPDH	  als	  
Housekeepingprotein	  zusammen	  mit	  Sec62	  detektiert	  (B).	  Die	  Bestgeraden	  für	  die	  Sec62-­‐	  und	  ß-­‐Aktin	  Signale	  
zeigten	   hier	   eine	   höhere	   Korrelation	   zwischen	   Probenvolumen	   und	   Bandenintensität	   mit	  
Korrelationskoeffizienten	   >0,97	   für	   beide	   untersuchten	   Proben,	   so	   dass	   von	   einer	   exakten	   quantitativen	  
Analyse	  dieser	  Proteine	  mit	  dem	  jeweils	  verwendeten	  Antikörper	  ausgegangen	  werden	  kann.	  Analog	  zum	  in	  B	  
dargestellten	  Verfahren	  wurden	  die	  Gewebeproben	  aller	  Patienten	  im	  Western	  Blot	  analysiert.	  
	  
Auch	  durch	  einen	  Auftrag	  von	  Proteinlysatvolumina	  in	  geringerer	  Gesamtbreite	  (20	  µl,	  25	  µl	  und	  30	  
µl	  statt	  10	  µl,	  20	  µl	  und	  30	  µl;	  Daten	  nicht	  gezeigt)	  konnte	  kein	  ausreichend	  lineares	  GAPDH-­‐Signal	  im	  
analysierbaren	  Bereich	  detektiert	  werden.	  Im	  Gegensatz	  dazu	  zeigte	  der	  Verlauf	  der	  Bestgeraden	  für	  
die	   Sec62-­‐	   und	   ß-­‐Aktin	   Signale	   eine	   deutlich	   lineare	   Beziehung	   zwischen	   Probenvolumen	   und	  
Bandenintensität	   mit	   Korrelationskoeffizienten	   >0,97,	   so	   dass	   von	   einer	   exakten	   quantitativen	  
Analyse	  dieser	  Proteine	  mit	  dem	   jeweils	   verwendeten	  Antikörper	  ausgegangen	  werden	  konnte.	  Da	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bei	   einem	   Probenauftrag	   von	   20	   µl,	   25	   µl	   und	   30	   µl	   des	   Proteinlysates	   höhere	   Korrelations-­‐
koeffizienten	   erreicht	   werden	   konnten	   als	   bei	   einem	   Probenauftrag	   von	   10	   µl,	   20	   µl	   und	   30	   µl	  
wurden	   für	   alle	   weiteren	   Analysen	   als	   Triplikat	   für	   jede	   untersuchte	   Probe	   die	   erstgenannten	  
Volumina	  verwendet.	  
Daneben	  musste	  bei	  der	  Analyse	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  im	  Tumorgewebe	  berücksichtigt	  werden,	  
dass	   die	   Tumorzellen	   möglicherweise	   nicht	   spezifisch	   den	   Sec62-­‐Proteingehalt,	   sondern	   die	  
Konzentration	   aller	   ER-­‐Proteine	   steigern,	   um	   einen	   effizienten	   Proteinsyntheseapparat	   aufzubauen,	  
auf	  den	  sich	  schnell	   teilende	  Tumorzellen	  angewiesen	  sind.	  Um	  diese	  alternative	  Erklärung	   für	  einen	  
erhöhten	   Sec62-­‐Proteingehalt	   in	   Tumorzellen	   auszuschließen,	   wurden	   8	   Tumorproben	   sowie	   die	  
entsprechenden	   Proben	   gesunden	   Lungengewebes	   erneut	   auf	   den	   Sec62-­‐Gehalt	   hin	   untersucht,	  
diesmal	   allerdings	   nicht	   mit	   dem	   zytosolischen	   Strukturprotein	   β-­‐Aktin	   sondern	   mit	   dem	   ER-­‐
Transmembranprotein	   Sec61α	   als	   Referenzprotein.	   Abbildung	   13	   zeigt	   die	   Ergebnisse	   für	   drei	   der	  
untersuchten	  Gewebeproben.	  
	  
	   	  
Abb.13:	   Vergleich	   von	   β -­‐Aktin	   und	   Sec61α 	   als	   Housekeepingproteine	   für	   die	   Analyse	   des	   Sec62-­‐
Proteingehalts	  in	  Gewebeproben	  im	  Western-­‐Blot.	  Um	  eine	  Steigerung	  der	  Konzentration	  aller	  ER-­‐Proteine	  an	  
Stelle	   der	   vermuteten	   spezifischen	   Steigerung	  des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   auszuschließen,	  wurden	  der	  Gehalt	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der	   Proteine	   Sec62,	   β-­‐Aktin	   sowie	   Sec61α	   in	   acht	   Tumorproben	   sowie	   den	   zugehörigen	   Proben	   gesunden	  
Lungengewebes	   untersucht.	   (A)	   zeigt	   die	   Western-­‐Blots	   sowie	   die	   quantitative	   Auswertung	   der	  
Untersuchungen	  als	  Balkendiagramm	  für	  die	  Probe	  17080,	  (B)	  für	  die	  Probe	  8511	  und	  (C)	  für	  die	  Probe	  8675.	  
	  
	  
In	  allen	  untersuchten	  Gewebeproben	  zeigten	  sich	  bei	  der	  Berechnung	  der	   relativen	  Steigerung	  des	  
Sec62-­‐Proteingehaltes	   im	   Tumorgewebe	   verglichen	   mit	   dem	   gesunden	   Lungengewebe	   (exakte	  
Berechnung	  s.	  4.1.4)	  nur	  geringe	  Unterschiede	  abhängig	  von	  der	  Wahl	  des	  Referenzproteins.	  Damit	  
konnten	   die	   geschilderten	   Versuche	   zeigen,	   dass	   in	   den	   untersuchten	   Tumorgewebeproben	   eine	  
spezifische	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  und	  nicht	  ein	  erhöhter	  Gehalt	  aller	  ER-­‐Proteine	   in	  
gleichem	  Maße	  zu	  finden	  ist,	  so	  dass	  sich	  sowohl	  β-­‐Aktin	  als	  auch	  Sec61α	  als	  Housekeepingproteine	  
für	  die	  Analyse	  des	  Sec62-­‐Proteingehalts	  in	  den	  Gewebeproben	  eignen.	  	  
Basierend	   auf	   den	   beschriebenen	   Untersuchungen	  wurden	   alle	   quantitativen	   Analysen	   des	   Sec62-­‐
Proteingehaltes	   in	   Gewebeproben	   mittels	   Western-­‐Blot	   auf	   ß-­‐Aktin	   als	   Referenzprotein	   unter	  
Verwendung	  der	  beschriebenen	  Antikörper	  bezogen.	  
	  
	  
	  
4.1.3	   Vergleich	  verschiedener	  Antikörperkonzentrationen	  und	  -­‐inkubationszeiten	  
	  
	  
Um	  eine	  möglichst	   exakte	  und	   valide	  quantitative	  Analyse	  des	  Proteingehaltes	  der	  Gewebeproben	  
sicherzustellen,	   wurden	   verschiedene	   Antikörperkonzentrationen	   sowie	   -­‐inkubationszeiten	   für	   die	  
immunologische	   Detektion	   der	   Proteine	   in	   den	   Gewebelysaten	   im	   Western-­‐Blot-­‐Verfahren	  
verglichen.	  Diese	  Untersuchungen	  wurden	  exemplarisch	  an	  den	  Gewebeproben	  des	  Patienten	  23468	  
durchgeführt.	   Nach	   Gewebeaufschluss	   gemäß	   Kap.3.1.1	   wurden	   je	   15	   µl,	   20	   µl	   und	   25	   µl	   des	  
Proteinlysates	   in	   einer	   SDS-­‐PAGE	   aufgetrennt	   und	   nach	   Western	   Blotting	   mit	   den	   in	   der	  
Arbeitsgruppe	   verwendeten	   Antikörpern	   auf	   den	   Sec62-­‐	   und	   ß-­‐Aktin-­‐Gehalt	   hin	   untersucht.	   Dabei	  
wurde	  eine	  Antikörperverdünnung	  von	  jeweils	  1:1000	  (v/v)	  in	  5%iger	  (w/v)	  Magermilchpulverlösung	  
für	  die	  Primär-­‐	  und	  Sekundärantikörper	  gewählt	  und	  die	  Bandenintensität	  nach	  Inkubation	  des	  Blots	  
mit	  dem	  Primäntikörper	  für	  90	  min	  mit	  einer	  Inkubationszeit	  von	  720	  min	  verglichen,	  wobei	  für	  beide	  
untersuchten	   Inkubationszeiten	   derselbe	   Blot	   verwendet	   wurde.	   Dazu	   wurde	   nach	   der	   ersten	  
immunologischen	   Detektion	   ein	   „stripping“	   des	   Blots	   durchgeführt,	   um	   die	   bereits	   gebundenen	  
Antikörper	   zu	   lösen	   und	   die	   Proteine	   auf	   dem	   Blot	   einer	   erneuten	   immunologischen	   Detektion	  
zugänglich	   zu	  machen.	  Wie	  Abbildung	  14	   zeigt	   veränderte	   sich	  die	   Intensität	  der	   Sec62-­‐Banden	   im	  
Western	   Blot	   zwischen	   den	   verschiedenen	   Inkubationszeiten	   kaum,	   wohingegen	   nach	   720	   min	  
verglichen	  mit	  90	  min	   Inkubationszeit	   eine	  deutlich	   stärkere	  ß-­‐Aktin-­‐Bande	   zu	  detektieren	  war.	  Da	  
nach	   Anwendung	   der	   genannten	   Antikörperkonzentrationen	   sowie	   einer	   Inkubationszeit	   für	   den	  
Primärantikörper	   für	   720	   min	   sowie	   den	   Sekundärantikörper	   für	   90	   min	   eine	   deutliche	   und	   mit	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zunehmender	   Lysatmenge	   linear	   ansteigende	   Bandenintensität	   erreicht	   wurde,	   wurden	   alle	  
nachfolgenden	   Untersuchungen	   des	   Proteingehaltes	   der	   Gewebeproben	   mit	   einer	   Inkubation	   mit	  
dem	  Primärantikörper	  über	  Nacht	  und	  einer	  Verdünnung	  der	  Antikörper	  von	  1:1000	  in	  5%iger	  (w/v)	  
Milchpulverlösung	  durchgeführt.	  	  	  	  
	  
	  
Abb.14:	  Auswahl	  der	  geeigneten	  Inkubationszeit	  für	  die	  Primärantikörper	   in	  der	  Western-­‐Blot-­‐Analyse.	  Um	  
die	   geeignete	   Inkubationszeit	   für	   den	   Sec62-­‐	   und	   β-­‐Aktin-­‐Antikörper	   zur	   quantitativen	   Analyse	   der	  
Proteinexpression	  in	  den	  Gewebeproben	  mittels	  Western	  Blot	  zu	  analysieren,	  wurden	  je	  20	  µl,	  25	  µl	  und	  30	  µl	  
vom	  Gewebelysat	  der	  Probe	  23468	  (Tumorgewebe	  und	  gesundes	  Gewebe)	  in	  einer	  SDS-­‐PAGE	  aufgetrennt	  und	  
nach	  Western	   Blotting	   mit	   den	   in	   den	   Arbeitsgruppe	   verwendeten	   Antikörpern	   auf	   die	   Sec62-­‐	   und	   βAktin-­‐
Signale	  hin	  mit	  einer	  Inkubationszeit	  für	  den	  Primärantikörper	  von	  90	  min	  untersucht.	  Da	  die	  β-­‐Aktin-­‐Banden	  
nur	  sehr	  schwach	  zu	  erkennen	  waren,	  wurde	  der	  gleiche	  Blot	  nach	  Stripping	  erneut	  mit	  den	  Sec62-­‐	  und	  βAktin-­‐
Antikörpern	  für	  12	  h	  (über	  Nacht)	  bei	  4	  °C	   	   inkubiert.	  Danach	  konnten	  deutlich	  kräftigere	  Banden	  sowohl	  für	  
das	   Sec62-­‐	   als	   auch	   das	   β-­‐Aktin-­‐Signal	   detektiert	   werden.	   Daher	   wurden	   die	   Analysen	   aller	   Gewebeproben	  
analog	  zum	  letztgenannten	  Verfahren	  durchgeführt.	  	  	  	  	  
	  
	  
	  
4.1.4	   Quantitative	  Analyse	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  
	  
	  
	   Nachdem	   die	   zuvor	   beschriebenen	   Versuche	   zur	   methodischen	   Optimierung	   der	   quantitativen	  
Analyse	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   durchgeführt	   worden	   waren,	   wurden	   im	   Gesamten	   140	  
Gewebeproben	   von	   70	   Lungenkarzinompatienten	   mit	   den	   beschriebenen	   Methoden	   untersucht.	  
Dabei	   wurden	   vom	   Institut	   für	   allgemeine	   und	   spezielle	   Pathologie	   des	   Universitätsklinikums	   des	  
Saarlandes	   von	   jedem	   Patienten	   je	   eine	   etwa	   5	   mm2	   große,	   bei	   -­‐80	   °C	   kryokonservierte	   Probe	  
gesunden	   sowie	   von	   Tumor	   befallenen	   Lungengewebes	   bereitgestellt.	   Zunächst	   wurden	   von	   allen	  
Gewebeproben	   mit	   einem	   Rotationsgefriermikrotom	   zum	   einen	   je	   3	   Kryoschnitte	   à	   20	   µm	   zur	  
weiteren	   proteinbiochemischen	   Analyse	   im	   Western	   Blot	   sowie	   ein	   weiterer	   10	   µm	   dicker	  
Kryoschnitt	   angefertigt.	   Letzterer	   wurde	   auf	   Superfrost-­‐Objektträger	   aufgenommen	   und	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anschließend	  mit	  einer	  Hämatoxylin/Eosin-­‐Färbung	  angefärbt,	  um	  an	  Hand	  des	  histologischen	  Bildes	  
die	   untersuchten	   Gewebeproben	   hinsichtlich	   ihrer	   Morphologie	   und	   des	   prozentualen	  
Tumorzellgehaltes	   untersuchen	   zu	   können.	   Von	   den	   erstgenannten	   3	   Kryoschnitten	  wurde	   gemäß	  
Kap.	  3.1.1	  ein	  Proteinlysat	  hergestellt,	  nachfolgend	  in	  einer	  SDS-­‐PAGE	  je	  20	  µl,	  25	  µl	  und	  30	  µl	  dieses	  
Lysates	   aufgetragen	   und	   nach	  Western	   Blotting	   der	   Sec62-­‐	   und	   ß-­‐Aktin-­‐Gehalt	   der	   Proben	   durch	  
immunologische	  Detektion	   untersucht.	  Dazu	  wurde	   für	   jede	   Spur	   der	   Sec62/ß-­‐Aktin-­‐Quotient	   (QT1	  
bis	   QT3	   für	   das	   Tumorgewebe	   bzw.	   QL1	   bis	   QL3	   für	   das	   gesunde	   Lungengewebe)	   ermittelt,	  
anschließend	  der	  Mittelwert	  dieser	  Quotienten	  aus	  dem	  Triplikat	   jeder	  Probe	  sowie	  schließlich	  der	  
Quotient	   aus	   dem	   Mittelwert	   für	   das	   Tumorgewebe	   und	   dem	   Mittelwert	   für	   das	   gesunde	  
Lungengewebe	   eines	   Patienten	   gebildet.	   Folgende	   Formel	   fasst	   die	   Berechnung	   dieses	   relativen	  
Sec62-­‐Quotienten	  (rSec62)	  zusammen:	  	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
€ 
rSec62 = 13
QTi
QLii=1
3
∑ 	  
Somit	  wurde	  eine	  Kennzahl	  für	  den	  relativen	  Sec62-­‐Gehalt	  im	  Tumorgewebe	  bezogen	  auf	  den	  Sec62-­‐
Proteingehalt	  im	  gesunden	  Lungengewebe	  desselben	  Patienten	  als	  Referenz	  und	  bezogen	  auf	  ß-­‐Aktin	  
als	  „housekeeping-­‐Protein“	  berechnet.	  Damit	  hatte	  jede	  Tumorprobe	  ihre	  eigene	  interne	  Kontrolle	  in	  
Form	  des	  vom	  gleichen	  Patienten	  stammenden	  gesunden	  Lungengewebes,	  so	  dass	   interindividuelle	  
Unterschiede	   des	   basalen	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   durch	   dieses	   Auswertungsverfahren	   keine	   Rolle	  
mehr	   spielten.	   Ein	   rSec62-­‐Wert	   ≥	   1,6	   wurde	   als	   relevant	   gesteigerter	   Sec62-­‐Proteingehalt	  
bezeichnet,	   alle	   rSec62-­‐Werte	   <	   1,6	   wurden	   als	   zufällige	   oder	   physiologische	   Schwankungen	   im	  
Sec62-­‐Gehalt	  interpretiert.	  	  
	  
Abb.15:	   Quatitative	   Analyse	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	   Gewebefrischproben.	   Dargestellt	   sind	   die	  
Ergebnisse	   der	   Analyse	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   von	   insgeamt	   70	   Patientenproben,	   wobei	   je	   eine	  
Tumorgewebeprobe	   und	   eine	   Probe	   gesunden	   Lungengewebes	   untersucht	   wurden.	   Dabei	   zeigten	   bei	   der	  
Betrachtung	  aller	  Lungenkarzinomsubtypen	  gemeinsam	  56	  von	  70	  Tumoren	  (80%)	  einen	  relevant	  gesteigerten	  
Sec62-­‐Proteingehalt	   mit	   rSec62	   ≥	   1,6	   (A).	   Im	   einzelnen	   betrachtet	   konnte	   bei	   25	   der	   untersuchten	   35	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Adenokarzinome	   (71%,	   B)	   und	   bei	   31	   der	   untersuchten	   35	   Plattenepithelkarzinome	   (31%,	   C)	   eine	   relevante	  
Steigerung	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  mit	  rSec62	  ≥	  1,6	  nachgewiesen	  werden.	  	  
	  
	  
Wie	  in	  Abbildung	  15	  dargestellt	  zeigten	  von	  den	  70	  untersuchten	  Patienten	  56	  (80%)	  einen	  relevant	  
gesteigerten	  Sec62-­‐Proteingehalt	  im	  Tumorgewebe	  verglichen	  mit	  dem	  gesunden	  Lungengewebe	  mit	  
rSec62-­‐Werten	   ≥	   1,6,	   wobei	   eine	   relevant	   erhöhter	   Sec62-­‐Proteingehalt	   bei	   den	   Plattenepithel-­‐
karzinomen	  häufiger	  zu	  beobachten	  war	  (31	  von	  35,	  89%)	  als	  bei	  den	  Adenokarzinomen	  (25	  von	  35,	  
71%).	  
Zusätzlich	  wurden	  vom	   Institut	   für	   allgemeine	  und	   spezielle	  Pathologie	   klinische	  wie	  pathologische	  
Kenndaten	  der	  Patienten	  für	  statistische	  Analysen	  zur	  Verfügung	  gestellt.	  Die	  Abbildungen	  16	  und	  17	  
zeigen	   beispielhaft	   für	   ein	   Plattenepithelkarzinom	  und	   ein	   Adenokarzinom	  die	   für	   jeden	   Patienten	  
durch	  Western-­‐Blot-­‐Analyse	  und	  HE-­‐Färbung	  erhobenen	  Daten.	  	  
Die	   Proben	   des	   Patienten	   15294	   stellten	   ein	   mittelgradig	   differenziertes,	   gering	   bis	   mäßig	  
verhornendes	  invasives	  Plattenepithelkarzinom	  mit	  fokaler	  intrapulmonaler	  Lymphknoteninfiltration	  
sowie	  nicht	  von	  Tumorzellen	  befallenes	  Lungengewebe	  dar.	  Beim	  pathologisch	  gesicherten	  „Staging“	  
und	   „Grading“	   wurde	   der	   Tumor	   mit	   pT2N1MxG2	   bewertet	   (zur	   TNM-­‐Klassifikation	   der	  
Lungenkarzinome	  siehe	  Anhang).	  Die	  Western	  Blot	  Analyse	  des	  Proteingehaltes	  ergab	  einen	  rSec62-­‐
Wert	  von	  4,603	  (s.	  Abb.	  16).	  
	  
	  
Abb.16:	  Quantitative	  Analyse	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  für	  die	  Probe	  15294.	  Dargestellt	  sind	  die	  Ergebnisse	  
der	  Analyse	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	   sowie	  die	  histologischen	  Bilder	   für	  die	  Gewebeprobe	  15294.	   (A)	   fasst	  
die	  klinischen	  und	  pathologischen	  Informationen	  zum	  zugehörigen	  Patienten	  zusammen.	  (B)	  zeigt	  HE-­‐gefärbte	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Kryoschnitte	  der	   gesunden	  Gewebeprobe	   sowie	  des	   Tumorgewebes	   in	   einer	   10-­‐fach	  Vergrößerung.	   (C)	   zeigt	  
die	   Western	   Blots	   für	   das	   Tumorgewebe	   und	   die	   Probe	   gesunden	   Lungengewebes	   sowie	   die	   quantitative	  
Auswertung	  der	  Blots,	  (D)	  eine	  Darstellung	  der	  Analyse	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  als	  Balkendiagramm.	  	  
	  
Die	  Proben	  des	  Patienten	  9764	  stellen	  zum	  einen	  ein	  4	  cm	  durchmessendes,	  gering	  differenziertes	  
Adenokarzinom	  des	  rechten	  Lungenoberlappens	  	  und	  zum	  anderen	  nicht	  von	  Tumorzellen	  befallenes	  
Lungengewebe	   dar.	   Der	   Tumor	   wurde	   im	   pathologisch	   gesicherten	   Staging	   und	   Grading	   mit	  
pT3N1MxG3	  bewertet.	  Die	  Western	  Blot	  Analyse	  des	  Proteingehaltes	  ergab	  einen	  rSec62-­‐Wert	  von	  
4,642	  (s.	  Abb.	  17).	  
	  
	  
	  
Abb.17:	  Quantitative	  Analyse	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	   für	  die	  Probe	  9764.	  Dargestellt	   sind	  die	  Ergebnisse	  
der	  Analyse	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  sowie	  die	  histologischen	  Bilder	  für	  die	  Gewebeprobe	  9764.	  (A)	  fasst	  die	  
klinischen	   und	   pathologischen	   Informationen	   zum	   zugehörigen	   Patienten	   zusammen.	   (B)	   zeigt	   HE-­‐gefärbte	  
Kryoschnitte	  der	   gesunden	  Gewebeprobe	   sowie	  des	   Tumorgewebes	   in	   einer	   10-­‐fach	  Vergrößerung.	   (C)	   zeigt	  
die	   Western	   Blots	   für	   das	   Tumorgewebe	   und	   die	   Probe	   gesunden	   Lungengewebes	   sowie	   die	   quantitative	  
Auswertung	  der	  Blots,	  (D)	  eine	  Darstellung	  der	  Analyse	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  als	  Balkendiagramm.	  	  
	  
	  
Identische	  Datensätze	  wie	  für	  die	  Patienten	  23468	  und	  1415	  dargestellt	  wurden	  für	  alle	  70	  Patienten	  
erhoben	  und	  sind	  im	  Anhang	  aufgeführt.	  	  
Abbildung	   18	   fasst	   die	   quantitative	   Analyse	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   aller	   Gewebeproben	  
zusammen.	   Es	   konnte	   gezeigt	   werden,	   dass	   der	   Sec62-­‐Proteingehalt	   im	   Tumorgewebe	   signifikant	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gesteigert	   ist	   verglichen	   mit	   dem	   gesunden	   Lungengewebe	   der	   Patienten	   (p<0,0001	   für	   alle	  
Lungentumoren).	   Auch	   bei	   der	   Betrachtung	   der	   untersuchten	   histologischen	   Subtypen,	   Adeno-­‐
karzinomen	   und	   Plattenepithelkarzinomen	   im	   einzelnen	   konnte	   ein	   signifikant	   höherer	   Sec62-­‐
Proteingehalt	   	   im	  Tumorgewebe	  nachgewiesen	  werden	   (p<0,02	   für	  Adenokarzinome,	  p<0,0002	   für	  
Plattenepithel-­‐karzinome).	   Dabei	   war	   der	   Sec62-­‐Proteingehalt	   in	   den	   untersuchten	   Plattenepithel-­‐
karzinomen	  im	  Durchschnitt	  stärker	  gesteigert	  verglichen	  mit	  dem	  gesunden	  Vergleichsgewebe	  als	  in	  
den	   Adenokarzinomen.	   Der	   Mittelwert	   der	   rSec62-­‐Werte	   lag	   für	   alle	   Lungentumoren	   als	  
Gesamtkollektiv	   betrachtet	   bei	   3,67,	   für	   die	   Plattenepithelkarzinome	   bei	   3,83	   sowie	   für	   die	  
Adenokarzinome	   bei	   3,48.	   Den	   höchsten	   rSec62-­‐Wert	   zeigte	   die	   Gewebeprobe	   16220	   mit	   einem	  
Wert	  von	  18,95,	  den	  niedrigsten	  rSec62-­‐Wert	  die	  Gewebeprobe	  15335	  mit	  einem	  Wert	  von	  0,25.	  
	  
	   	  
Abb.18:	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	   den	   untersuchten	   Gewebeproben.	   Dargestellt	   sind	   die	   Ergebnisse	   der	  
Analysen	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   für	   alle	   untersuchten	   Proben	   (A)	   sowie	   aufgeteilt	   nach	   den	  
Adenokarzinomen	   (B)	   und	   den	   Plattenepithelkarzinomen	   (C).	   Die	   Box	   kennzeichnet	   die	   mittleren	   50%	   der	  
Werte,	  begrenzt	  von	  dem	  unteren	  und	  oberen	  Quartil	  (25%-­‐	  und	  75%-­‐Quantil).	  Der	  Median	  ist	  als	  horizontaler	  
Strich	  in	  der	  Box,	  der	  Mittelwert	  als	  rotes	  Kreuz	  dargestellt.	  Der	  Whisker	  (vertikaler	  Strich)	  stellt	  die	  Verbindung	  
zwischen	  den	  extremen	  Nicht-­‐Ausreißer-­‐Werten	  dar.	  P-­‐Werte	  <0,05	  sind	  mit	  *,	  p-­‐Werte	  <0,01	  mit	  **	  und	  p-­‐
Werte	   <0,001	   mit	   ***	   gekennzeichnet.	   Der	   linke	   Boxplot	   zeigt	   dabei	   jeweils	   den	   Sec62-­‐Proteingehalt	   im	  
Tumorgewebe	  und	  der	   rechte	  Boxplot	  den	  Sec62-­‐Proteingehalt	   im	  gesunden	  Lungengewebe.	  Sowohl	  bei	  der	  
Betrachtung	   aller	   Lungengewebeproben	   gemeinsam	   (p<0,0001)	   als	   auch	   der	   Adenokarzinome	   (p<0,02)	   und	  
Plattenepithelkarzinome	   (p<0,0002)	   im	   einzelnen	   zeigte	   sich	   ein	   signifikant	   höherer	   Sec62-­‐Proteingehalt	   im	  
Tumorgewebe	  verglichen	  mit	  dem	  gesunden	  Lungengewebe.	  	  
	  
	  
	  
4.1.5	   Korrelation	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  mit	  klinischen	  und	  pathologischen	  Daten	  
	  
	  
Nach	   der	   Untersuchung	   des	   Sec62-­‐	   und	   ß-­‐Aktingehaltes	   in	   den	   Gewebeproben	   der	  
Lungenkarzinompatienten	   wurden	   statistische	   Analysen	   hinsichtlich	   möglicher	   Korrelationen	   der	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rSec62-­‐Werte	  mit	   klinischen	   und	   pathologischen	  Daten	   der	   Patienten	   durchgeführt.	   Dabei	  wurden	  
mögliche	  Korrelationen	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  mit	  dem	  Alter	  und	  Geschlecht	  der	  Patienten,	  der	  
Tumorgröße,	  dem	  Lymphknotenbefall,	  dem	  Grading	  und	  dem	  klinischen	  Erkrankungsstadium	   (nach	  
UICC)	   auf	   statistische	   Signifikanz	   (α=0,05)	   mit	   dem	  Wilcoxon-­‐Rangsummentest	   (Mann-­‐Whitney-­‐U-­‐
Test)	   untersucht.	   Es	   zeigte	   sich	   keine	   signifikante	   Korrelation	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   im	  
Tumorgewebe	   mit	   dem	   Alter	   und	   dem	   Geschlecht	   der	   Patienten	   sowie	   dem	   T-­‐Staging	   des	   TNM-­‐
Systems	  (Daten	  nicht	  gezeigt).	  
Dagegen	   wurde	   sowohl	   bei	   der	   Betrachtung	   aller	   Lungenkarzinome	   im	   Gesamten	   als	   auch	   bei	  
einzelner	   Betrachtung	   der	   Plattenepithelkarzinome	   ein	   signifikant	   höherer	   Sec62-­‐Proteingehalt	   in	  
Gewebeproben	   von	   Lungentumoren	   nachgewiesen,	   die	   bereits	   Lymphknotenmetastasen	   gebildet	  
hatten	  verglichen	  mit	  nicht	  metastasierten	  Tumoren	  (p<0,05	  für	  alle	  Lungenkarzinome,	  p<0,005	  für	  
die	  Plattenepithelkarzinome).	  Bei	  den	  Adenokarzinomen	  zeigte	   sich	  kein	   signifikant	  höherer	  Sec62-­‐
Proteingehalt	   in	   metastasierten	   Tumoren	   verglichen	   mit	   nicht	   metastasierten	   Tumoren.	   Der	  
Mittelwert	   des	   relativen	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   (rSec62-­‐Wert)	   lag	   bei	   den	  metastasierten	   Tumoren	  
bei	  4,64	  ,	  bei	  den	  nicht	  metastasierten	  Tumoren	  bei	  2,52.	  
	  
	  
Abb.19:	   Korrelation	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	   Lungengewebeproben	   mit	   dem	   Lymphknotenbefall.	  
Dargestellt	   sind	   die	   Ergebnisse	   der	   statistischen	   Analysen	   für	   alle	   untersuchten	   Proben	   (A)	   sowie	   aufgeteilt	  
nach	  den	  Adenokarzinomen	  (B)	  und	  den	  Plattenepithelkarzinomen	  (C)	  hinsichtlich	  einer	  Korrelation	  des	  Sec62-­‐
Proteingehaltes	  mit	  dem	  Lymphknotenbefall.	  Die	  Box	  kennzeichnet	  die	  mittleren	  50%	  der	  Werte,	  begrenzt	  von	  
dem	  unteren	  und	  oberen	  Quartil	  (25%-­‐	  und	  75%-­‐Quantil).	  Der	  Median	  ist	  als	  horizontaler	  Strich	  in	  der	  Box,	  der	  
Mittelwert	   als	   rotes	   Kreuz	   dargestellt.	   Der	   Whisker	   (vertikaler	   Strich)	   stellt	   die	   Verbindung	   zwischen	   den	  
extremen	  Nicht-­‐Ausreißer-­‐Werten	  dar.	  P-­‐Werte	  <0,05	  sind	  mit	  *	  und	   	  p-­‐Werte	  <0,01	  mit	  **	  gekennzeichnet.	  
Der	  linke	  Boxplot	  zeigt	  dabei	  jeweils	  die	  rSec62-­‐Werte	  der	  Tumorproben	  ohne	  Lymphknotenbefall	  (N0	  im	  TNM-­‐
System)	  und	  der	   rechte	  Boxplot	  die	   rSec62-­‐Werte	  der	  Tumorproben	  mit	   Lymphknotenbefall	   (N1	  oder	  N2	   im	  
TNM-­‐System).	   Sowohl	   bei	   der	   Betrachtung	   aller	   Lungengewebeproben	   gemeinsam	   (p<0,05)	   als	   auch	   bei	  
alleiniger	   Betrachtung	   der	   Plattenepithelkarzinome	   (p<0,005)	   zeigte	   sich	   eine	   signifikant	   höherer	   Sec62-­‐
Proteingehalt	  bei	  Patienten	  mit	  Lymphknotenbefall	  verglichen	  mit	  Patienten	  ohne	  Lymphknotenbefall.	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Zudem	  konnte	  gezeigt	  werden,	  dass	  Tumoren	  mit	  geringem	  Differenzierungsgrad	   (G3-­‐Grading)	  und	  
damit	  eine	  Gruppe	  von	  Tumoren,	  die	  sich	  durch	  ein	  sehr	  aggressives	  und	  destruierendes	  Wachstums-­‐
verhalten	   auszeichnet,	   einen	   signifikant	   höheren	   Sec62-­‐Proteingehalt	   aufweist	   verglichen	   mit	  
Tumoren	   mittelgradiger	   Differenzierung	   (G2-­‐Grading),	   die	   im	   Allgemeinen	   weniger	   schnell	   und	  
invasiv	  wachsen.	  Dies	   traf	   sowohl	   für	  alle	   Lungenkarzinome	  als	  Gesamtkollektiv	   (p<0,005)	  als	   auch	  
für	  die	  Plattenepithelkarzinome	  im	  einzelnen	  zu	  (p<0,001).	   	   Im	  Mittel	  zeigten	  die	  Lungenkarzinome	  
mit	   G2-­‐Grading	   einen	   rSec62-­‐Wert	   von	   2,28,	   die	   Lungenkarzinome	   mit	   G3-­‐Grading	   einen	   rSec62-­‐
Wert	  von	  5,5.	  Bei	  den	  Adenokarzinomen	  konnte	  eine	  ähnliche	  Tendenz	  festgestellt	  werden,	  erreichte	  
aber	  kein	  signifikantes	  Niveau.	  
Hinsichtlich	   einer	  möglichen	  Korrelation	  der	   rSec62-­‐Werte	  mit	   dem	  klinischen	   Erkrankungsstadium	  
nach	   UICC	   konnte	   eine	   Tendenz	   hin	   zu	   einem	   höheren	   Sec62-­‐Gehalt	   in	   fortgeschrittenen	  
Erkrankungsstadien	   und	   einem	  niedrigeren	   Sec62-­‐Gehalt	   in	   frühen	   Erkrankungsstadien	   beobachtet	  
werden,	  erreichte	  jedoch	  keine	  statistsiche	  Signifikanz	  (Daten	  nicht	  gezeigt).	  
	  
	  
Abb.20:	   Korrelation	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	   Lungengewebeproben	   mit	   der	   Gewebedifferenzierung	  
(Grading	   im	   TNM-­‐System).	   Dargestellt	   sind	   die	   Ergebnisse	   der	   statistischen	   Analysen	   für	   alle	   untersuchten	  
Proben	  (A)	  sowie	  aufgeteilt	  nach	  den	  Adenokarzinomen	  (B)	  und	  den	  Plattenepithelkarzinomen	  (C)	  hinsichtlich	  
einer	   Korrelation	   des	   Sec62-­‐Proteingehalts	   mit	   der	   Gewebedifferenzierung	   des	   Tumorgewebes	   (Grading	   im	  
TNM-­‐System).	   Die	   Box	   kennzeichnet	   die	   mittleren	   50%	   der	   Werte,	   begrenzt	   von	   dem	   unteren	   und	   oberen	  
Quartil.	   Der	   Median	   ist	   als	   durchgehender	   Strich,	   der	   Mittelwert	   als	   rotes	   Kreuz	   dargestellt.	   Der	   Whisker	  
(vertikaler	  Strich)	  stellt	  den	  1,5fachen	  Interquartilsabstand	  dar,	  gemessen	  vom	  Mittelwert	  sowohl	  ins	  Positive	  
als	  auch	  ins	  Negative.	  P-­‐Werte	  <0,05	  sind	  mit	  *	  und	  p-­‐Werte	  <0,01	  mit	  **	  gekennzeichnet.	  Der	   linke	  Boxplot	  
zeigt	   dabei	   jeweils	   rSec62-­‐Werte	   der	   Tumorproben	  mit	  mäßiggradiger	   Differenzierung	   (G2	   im	   TNM-­‐System)	  
und	  der	  rechte	  Boxplot	  die	  rSec62-­‐Werte	  der	  Tumorproben	  mit	  geringer	  Differenzierung	  (G3	  im	  TNM-­‐System).	  
Sowohl	   bei	   der	   Betrachtung	   aller	   Lungengewebeproben	   gemeinsam	   (p<0,005)	   als	   auch	   bei	   alleiniger	  
Betrachtung	  der	  Plattenepithelkarzinome	  (p<0,001)	  zeigte	  sich	  ein	  signifikant	  höherer	  Sec62-­‐Proteingehalt	  bei	  
gering	  differenzierten	  Tumoren	  verglichen	  mit	  mäßiggradig	  differenzierten	  Tumoren.	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4.1.6	   Real-­‐time	  PCR	  zur	  quantitativen	  Bestimmung	  der	  Genkopienzahl	  
	  
Da	   zum	   einen	   wie	   in	   Kapitel	   4.1.4.	   beschrieben	   ein	   deutlich	   gesteigerter	   Sec62-­‐Proteingehalt	   im	  
Tumor-­‐	   verglichen	   mit	   gesundem	   Lungengewebe	   bei	   70	   Lungenkarzinompatienten	   nachgewiesen	  
werden	   konnte	   und	   zum	   anderen	   eine	   3q-­‐Amplifikation	   mehrfach	   als	   häufigste	   genomische	  
Alteration	  in	  nicht	  kleinzelligen	  Lungenkarzinomen	  beschrieben	  wurde	  (Chujo	  et	  al.,	  2002;	  Dehan	  et	  
al.,	   2007;	  Massion	   et	   al.,	   2003;	  Minna	   et	   al.,	   2002)	   stellte	   sich	   die	   Frage	   ob	   nicht	   nur	   der	   Sec62-­‐
Proteingehalt	   gesteigert	   sondern	   auch	   das	   SEC62-­‐Gen	   in	   den	   untersuchten	   Lungentumoren	  
amplifiziert	   ist.	   Zudem	   wurde	   in	   der	   Literatur	   mehrfach	   berichtet,	   dass	   die	   3q-­‐Amplifikation	  
insbesondere	  eine	  Merkmal	   von	  Plattenepithelkarzinomen	  und	  weniger	   von	  Adenokarzinomen	  der	  
Lunge	   zu	   sein	   scheint	   (Björkqvist	   et	   al.,	   1998;	  Massion	   et	   al.,	   2003;	   Petersen	   et	   al.,	   1997).	   Damit	  
übereinstimmend	  wurde	  wie	  zuvor	  beschrieben	  eine	  stärkere	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  
in	  Plattenepithel-­‐	   verglichen	  mit	  Adenokarzinomen	   im	  Rahmen	  der	  Gewebeprobenuntersuchungen	  
festgestellt	  (vgl.	  Abb.	  18).	  
Um	  Unterschiede	   in	  der	  Kopienzahl	  des	  SEC62-­‐Gens	   zu	  untersuchen	  wurde	  eine	   real-­‐time	   PCR	  mit	  
einer	   Quantifizierung	   der	   Ergebnisse	   nach	   der	   ΔΔCT-­‐Methode	   (s.	   Kap.	   3.3)	   angewendet.	   Als	  
Referenzgen	  diente	  GAPDH,	  als	  Kontrollgene	  zum	  einen	  PIK3CA,	  da	  es	  von	  mehreren	  Arbeitsgruppen	  
als	  potentielles	  Onkogen	  in	  der	  3q-­‐Region	  beschrieben	  wurde	  (Massion	  et	  al,	  2002;	  Yamamoto	  et	  al,	  
2008),	  und	  zum	  anderen	  TOP2B,	  da	  es	  auf	  dem	  kurzen	  Arm	  von	  Chromosom	  3	  (3p)	  lokalisiert	  ist	  und	  
somit	  festgestellt	  werden	  konnte,	  ob	  eine	  spezifische	  Amplifikation	  des	  langen	  Arms	  von	  Chromosom	  
3	  oder	  eine	  Amplifikation	  des	  kompletten	  Chromosoms	  vorliegt.	  	  
	  
	  
4.1.6.1	  Vorversuche	  zur	  methodischen	  Optimierung	  
	  
Um	  die	  Methode	  der	  quantitativen	  real-­‐time	  PCR	  unter	  Verwendung	  der	  beschriebenen	  Primer	  und	  
Reagenzien	  für	  die	  Analyse	  der	  Tumorpatienten-­‐DNA	  zu	  optimieren,	  wurden	  zunächst	  verschiedene	  
Vorversuche	  mit	  DNA	  aus	  dem	  Serum	  von	  Kontrollpatienten	  durchgeführt.	  	  
Nach	   Extraktion	   der	   DNA	   aus	   dem	   Serum	   der	   Kontrollpersonen	   wurden	   zunächst	   alle	   Primer	   als	  
Triplikate	   mit	   der	   DNA	   aller	   Kontrollpatienten	   getestet.	   Für	   alle	   Ansätze	   konnte	   vom	   System	   ein	  
deutliches	   Fluoreszenzsignal	   und	   eine	   effiziente	   Amplifikation	   des	   spezifischen	   PCR-­‐Produktes	  
detektiert	  werden.	  Da	   auch	  die	   Schmelzkurven	   für	   die	  DNA	  der	  Kontrollpersonen	  eine	  einheitliche	  
Morphologie	   aufwiesen,	   konnte	   von	   einem	  hohen	   Reinheitsgrad	   und	   einer	   konstanten	  Menge	   der	  
eingesetzten	   DNA	   ausgegangen	   werden.	   In	   den	   nachfolgenden	   real-­‐time	   PCR-­‐Analysen	   der	  
Tumorpatienten-­‐DNA	  wurde	   in	   jedem	  PCR-­‐Lauf	  die	  DNA	  der	  Kontrollpatienten	  1	  und	  2	   (s.	  Abb.	  21)	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für	   jedes	   untersuchte	   Gen	   als	   Triplikat	   mituntersucht,	   um	   die	   Effizienz	   der	   PCR	   abschätzen	   und	  
mögliche	  Fehlerquellen	  erkennen	  zu	  können.	  
	  
	  
Abb.21:	   Übersicht	   über	   Vorversuche	   zur	   methodischen	   Optimierung	   der	   Real-­‐Time	   PCR-­‐Analysen.	   Um	   zu	  
zeigen,	   dass	   die	   verwendeten	   Primer	   funktional	   sind,	   das	   StepOne-­‐Plus-­‐RT-­‐PCR-­‐System	   (Thermo	   Scientific)	  
sensitiv	  geringe	  Unterschiede	  des	  Gehaltes	  an	  genetischem	  Material	  detektieren	  kann	  und	  die	  Ergebnisse	  für	  
eine	   DNA-­‐Probe	   reproduzierbar	   sind	   wurden	   verschiedene	   Vorversuche	   zur	   methodischen	   Optimierung	   der	  
Real-­‐Time	   PCR-­‐Analyse	   unter	  Verwendung	   von	  DNA	   aus	   dem	  Serum	  von	  Kontrollpersonen	  durchgeführt.	   (A)	  
zeigt	  die	  Schmelzkurven	   für	  die	  amplifizierte	  DNA	  von	  drei	  Kontrollpersonen	   für	  SEC62,	  GAPDH,	  PIK3CA-­‐	  und	  
TOP2B.	  Dargestellt	   ist	  das	  Fluoreszenzsignal	  als	  Funktion	  der	  Temperatur.	  In	  (B)	  sind	  die	  „Amplification	  Blots“	  
für	   30	   ng	   (rot)	   bzw.	   60	   ng	   (blau)	   der	   DNA	   von	   Person	   1	   unter	   Verwendung	   der	   Primer	   für	   SEC62,	   GAPDH,	  
PIK3CA-­‐	  und	  TOP2B	  dargestellt.	   In	  (C)	  wurden	  als	  Negativkontrolle	  die	  Primer	  ohne	  Zugabe	  von	  DNA	  mit	  dem	  
SYBR-­‐Green-­‐Reagenz	   in	  die	  PCR	  eingesetzt,	  um	  die	  Primeransätze	  auf	  das	  Vorhandensein	  von	  Primerdimeren	  
und	  eine	  Kontamination	  mit	  Fremd-­‐DNA	  zu	  testen.	  Dargestellt	   ist	   in	   (B)	  und	  (C)	   jeweils	  das	  Fluoreszenzsignal	  
(ΔRn)	  als	  Funktion	  der	  PCR-­‐Zyklen.	  
	  
Ausserdem	  wurden	  im	  Rahmen	  der	  Vorversuche	  unterschiedliche	  Mengen	  an	  Kontrollpersonen-­‐DNA	  
in	  die	  PCR-­‐Analyse	  eingesetzt,	  um	  zu	  untersuchen,	  ob	  das	  System	  auch	  geringe	  Unterschiede	  in	  der	  
Konzentration	   des	   genetischen	   Materials	   zuverlässig	   detektieren	   kann.	   Als	   Beispiel	   für	   diese	  
Untersuchungen	  ist	  in	  Abbildung	  21	  B	  der	  „Amplification	  Blot“	  für	  30	  ng	  (rot)	  und	  60	  ng	  (blau)	  DNA	  
von	  Kontrollperson	  1	  für	  alle	  untersuchten	  Gene	  gezeigt.	  In	  allen	  Versuchsansätzen	  konnte	  durch	  das	  
verwendete	  Sytem	  der	  Unterschied	  an	  Genmaterial	  zwischen	  einzelnen	  Proben	  zuverlässig	  detektiert	  
und	  über	  die	  ΔΔCT-­‐Methode	  quantifiziert	  werden.	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Daneben	  wurde	  die	  Qualität	  der	  eingesetzten	  Primer	  untersucht,	   indem	  diese	   zwar	   zusammen	  mit	  
SYBR-­‐Green-­‐Reagenz	  jedoch	  ohne	  Zugabe	  einer	  DNA-­‐Vorlage	  in	  einem	  PCR-­‐Lauf	  untersucht	  wurden.	  
Wie	  Abbildung	  21	  C	  zeigt,	  wurden	  vom	  System	  keine	  PCR-­‐Produkte	  detektiert,	  was	  zum	  einen	  auf	  das	  
Nichtvorhandensein	  von	  Primerdimeren	  schließen	  lässt,	  die	  als	  unspezifische	  PCR-­‐Produkte	  mit	  dem	  
spezifischen	   PCR-­‐Produkt	   um	  die	  Nukleotide	   und	   die	  DNA-­‐Polymerase	   konkurrieren	   und	   damit	   die	  
Effizienz	  der	  PCR	  herabsetzen	  würden,	  und	  zum	  anderen	  eine	  Kontamination	  der	  Primeransätze	  mit	  
Fremd-­‐DNA	  zuverlässig	  ausschließt.	  
Basierend	   auf	   diesen	  Vorversuchen	   konnten	   nachfolgend	   die	  Gewebeproben	  der	   Lungenkarzinom-­‐
patienten	   mit	   einer	   zuverlässigen	   und	   validen	   Methode	   auf	   ihre	   Genkopienzahl	   hin	   untersucht	  
werden.	  
	  
	  
4.1.6.2	  Untersuchung	  der	  Genkopienzahl	  in	  Gewebeproben	  
	  
Um	  zu	  untersuchen,	  ob	  Tumoren	  mit	   einem	   im	  Verglich	   zu	  gesundem	  Lungengewebe	  gesteigerten	  
Sec62-­‐Proteingehalt	   auch	   eine	  Amplifikation	   des	  SEC62-­‐Gens	   aufweisen,	  wurden	   insgesamt	   20	   der	  
bereits	   auf	   Proteinebene	   untersuchten	   Gewebeproben	   von	   10	   Lungenkarzinompatienten	   zur	  
Untersuchung	   der	   Genkopienzahl	   mittels	   real-­‐time	   PCR	   ausgewählt.	   Dabei	   wurden	   zum	   einen	   5	  
Proben	   gewählt,	   in	   denen	   eine	   deutliche	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   verglichen	   mit	  
gesundem	  Lungengewebe	  nachgewiesen	  werden	  konnte	  (5	  Plattenepithelkarzinome/SCC),	  und	  zum	  
anderen	   5	   Proben,	   in	   denen	   keine	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   gefunden	   wurde	   (4	  
Adenokarzinome/AC,	   1	   Plattenepithelkarzinom/SCC).	  Wie	   auch	  bei	   den	   rSec62-­‐Werten	   zur	  Analyse	  
des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   wurden	   bei	   der	   Analyse	   der	   Genkopienzahl	   nur	   2-­‐ΔΔCT-­‐Werte	   >	   1,6	   als	  
relevante	   Amplifikation	   interpretiert.	   Eine	   Übersicht	   über	   die	   in	   der	   real-­‐time	   PCR	   untersuchten	  
Gewebeproben	  mit	  den	  ermittelten	  2-­‐ΔΔCT-­‐Werten	  zeigt	  die	  folgende	  Tabelle.	  
	  
Tabelle	  8:	  In	  der	  real-­‐time	  PCR	  untersuchte	  Gewebeproben	  
Patient	   Probennummer	   Subtyp	   rSec62	   2-­‐ΔΔCT	  (SEC62)	  
Patient	  1	   14880-­‐10	   SCC	   3,455	   1,97	  
Patient	  2	   23468-­‐09	   SCC	   4,495	   2,737	  
Patient	  3	   14663-­‐10	   SCC	   15,615	   2,676	  
Patient	  4	   7691-­‐09	   SCC	   8,001	   2,593	  
Patient	  5	   1261-­‐09	   SCC	   3,349	   3,928	  
Patient	  6	   18714-­‐09	   AC	   1,493	   0,700	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Patient	  7	   17799-­‐10	   SCC	   0,968	   1,395	  
Patient	  8	   22375-­‐08	   AC	   0,373	   1,385	  
Patient	  9	   3135-­‐10	   AC	   0,739	   1,140	  
Patient	  10	   12858-­‐09	   AC	   1,563	   1,212	  
	  
Aus	  den	  ermittelten	  CT-­‐Werten	  für	  die	  einzelnen	  Gewebeproben	  wurde	  über	  die	  	  ΔΔCT-­‐Methode	  die	  
Amplifikation	   der	   untersuchten	   Gene	   im	   Tumorgewebe	   verglichen	   mit	   gesundem	   Lungengewebe	  
desselben	  Patienten	  ermittelt.	  Eine	  graphische	  Darstellung	  der	  Ergebnisse	  zeigt	  Abbildung	  22.	  	  
	  
	  
Abb.22:	   Verhältnis	   der	   Kopienzahl	   des	   SEC62-­‐,	   PIK3CA-­‐	   und	   TOP2B-­‐Gens	   in	   Tumor-­‐	   verglichen	   mit	  
Normalgewebe	  von	  Lungenkarzinompatienten.	  Um	  Unterschiede	   in	  der	  Kopienzahl	  des	  SEC62-­‐,	  PIK3CA-­‐	  und	  
TOP2B-­‐Gens	   zwischen	  Tumor-­‐	  und	  Normalgewebe	  von	   Lungenkarzinompatienten	   zu	  untersuchen,	  wurde	  die	  
DNA	  von	  10	  Patienten	  im	  StepOne-­‐Plus-­‐RT-­‐PCR-­‐System	  (Thermo	  Scientific)	  analysiert.	  Dargestellt	  ist	  für	  alle	  10	  
Patienten	  der	  2-­‐ΔΔCT	  Wert	   für	  das	  SEC62-­‐	   (blau),	  PIK3CA-­‐	   (grün)	  und	  TOP2B-­‐Gen	   (rot)	  als	  Maß	  für	  die	  n-­‐fachen	  
Amplifikation	   des	   untersuchten	   Gens	   im	   Tumorgewebe	   verglichen	   mit	   dem	   tumorfreien	   Lungengewebe	  
desselben	  Patienten.	  Untersucht	  wurden	  5	  Patienten	  mit	  deutlich	  gesteigertem	  Sec62-­‐Proteingehalt	  (Patienten	  
1	   bis	   5	   (fettgedruckt)	   und	   5	   Patienten	   ohne	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   im	   Tumor-­‐	   verglichen	  mit	  
gesundem	  Lungengewebe	  (Patienten	  6	  bis	  10).	  
	  
	  
Während	   in	   allen	   Tumoren	   mit	   gesteigertem	   Sec62-­‐Proteingehalt	   (Patienten	   1	   bis	   5)	   auch	   eine	  
deutliche	  Amplifikation	  des	  SEC62-­‐Gens	  mit	  2-­‐ΔΔCT-­‐Werten	  >	  1,6	  nachgewiesen	  werden	  konnte,	   fand	  
sich	  in	  keinem	  der	  Tumoren	  ohne	  gesteigerten	  Sec62-­‐Proteingehalt	  eine	  relevante	  Amplifikation	  des	  
SEC62-­‐Gens.	   Für	   das	   bereits	   in	   der	   Literatur	   in	   nicht	   kleinzelligen	   Lungentumoren	   als	   amplifiziert	  
beschriebene	  PIK3CA-­‐Gen	  (Massion	  et	  al.,	  2002)	  konnte	  in	  3	  der	  5	  Tumoren	  mit	  gesteigertem	  Sec62-­‐
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Proteingehalt	   auch	   eine	   relevante	   Amplifikation	   mit	   2-­‐ΔΔCT-­‐Werten	   >	   1,6	   nachgewiesen	   werden,	  
jedoch	  war	  die	  Kopienzahl	   in	  keinem	  Fall	   stärker	  gesteigert	  als	  die	  des	  SEC62-­‐Gens.	  Mit	  Ausnahme	  
des	  Patienten	  3	  fand	  sich	  in	  keinem	  der	  untersuchten	  Fälle	  eine	  Amplifikation	  des	  TOP2B-­‐Gens.	  
	  
	  
4.2	   Funktionelle	  Untersuchungen	  zur	  Rolle	  von	  Sec62	  bei	  der	  Karzinogenese	  von	  Lungen-­‐	  und	  
Schilddrüsentumoren	  
	   	  
Um	   die	   Bedeutung	   der	   in	   der	   Analyse	   der	   Gewebeproben	   gezeigten	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐
Proteingehaltes	   in	   Lungentumoren	   im	   Prozess	   der	   Karzinogenese	   und	   der	   Tumorzellbiologie	   zu	  
untersuchen,	  wurde	  eine	  Reihe	  von	  Zellkulturversuchen	  zur	  genaueren	  Betrachtung	  der	  Funktion	  von	  
Sec62	  in	  Tumorzellen	  durchgeführt.	  	  
	   In	   den	   im	   Folgenden	   beschriebenen	   Versuchen	   wurden	   dazu	   mittels	   verschiedener	   methodischer	  
Ansätze	   die	   Lungenkarzinomzelllinien	   H1299,	   A549	   und	   BC01,	  wegen	   ähnlicher	   Befunde	   im	   „multi	  
tissue	  tumor	  microarray“	  für	  diese	  Gewebeentität	   (Greiner	  et	  al.,	  2010)	  die	   	  Schilddrüsenkarzinom-­‐
zelllinien	   BHT101	   und	   ML1,	   dazu	   die	   neoplastischen	   Zelllinien	   HeLa	   und	   PC3	   sowie	   die	   nicht	  
neoplastische	  Zelllinie	  HEK293	  hinsichtlich	  der	  Rolle	  von	  Sec62	  bei	  der	  Zellmigration	  (4.2.3)	  sowie	  bei	  
der	  „unfolded	  protein	  response“	  (UPR)	  und	  ER-­‐Stress	  (4.2.4)	  untersucht.	  Vor	  der	  Darstellung	  dieser	  
Ergebnisse	   wird	   auf	   Untersuchungen	   zu	   methodischen	   Fragestellungen	   eingegangen	   (4.2.1	   und	  
4.2.2).	  
	  
	  
4.2.1	   RNAi	  basierte	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  und	  „rescue“	  durch	  Plasmidtrans-­‐
fektion	  in	  humanen	  Zellen	  
	  
Zu	  Beginn	  der	   funktionellen	  Untersuchungen	  wurde	   in	   je	  einer	  Schilddrüsenkarzinomzelllinie	   (ML1)	  
und	   einer	   Lungenkarzinomzelllinie	   (BC01)	   exemplarisch	   eine	   RNAi	   basierte	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐
Proteingehaltes	   sowie	   ein	   Sec62-­‐„rescue“	   (erneute	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes)	   durch	  
Transfektion	   der	   Sec62-­‐depletierten	   Zellen	  mit	   dem	   IRES-­‐GFP-­‐SEC62-­‐WT-­‐Plasmid	   durchgeführt	   und	  
die	  entsprechenden	  Phänotypen	  mittels	  Immunfluoreszenz	  und	  Western-­‐Blot	  auf	  ihren	  Sec62-­‐Gehalt	  
hin	   untersucht.	   Diese	   Versuche	   dienten	   dazu	   zu	   zeigen,	   dass	   die	   verwendeten	   SEC62-­‐siRNAs	  
spezifisch	  ihre	  Ziel-­‐mRNA	  binden	  und	  deren	  Translation	  effektiv	  hemmen,	  dass	  das	  verwendete	  IRES-­‐
GFP-­‐SEC62-­‐WT-­‐Plasmid	  zu	  einer	  effektiven	  Expression	  des	  SEC62-­‐Gens	  und	  damit	  einem	  gesteigerten	  
Sec62-­‐Proteingehalt	   führt	   und	   dass	   der	   verwendete	   Sec62-­‐Antikörper	   spezifisch	   sein	   Zielprotein	  
bindet.	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In	   den	   folgenden	   Abbildungen	   (Abb.	   23	   und	   24)	   wurde	   Sec62	   durch	   den	   Texas-­‐Red	   Sekundär-­‐
antikörper	   mit	   einem	   roten	   Fluoreszenzsignal	   und	   die	   Zellkerne	   durch	   die	   DNA-­‐interkalierende	  
Substanz	  DAPI	  mit	  einem	  grünen	  Fluoreszenzsignal	  (unter	  Verwendung	  eines	  GFP-­‐Filters)	  markiert.	  	  
Durch	   eine	   Immunfluoreszenz	   unter	   Verwendung	   des	   in	   der	   Arbeitsgruppe	   etablierten	   affinitäts-­‐
gereinigten	   Sec62-­‐Antikörpers	   konnte	   in	   unbehandelten	   ML1-­‐Zellen	   ein	   deutliches	   Sec62-­‐Signal	  
nachgewiesen	  werden	  (vgl.	  Abb	  23).	  Entsprechend	  der	  subzellulären	  Lokalisation	  des	  ER	  waren	  wie	  
zu	   erwarten	  die	   roten	   Fluoreszenzsignale	   hauptsächlich	  perinukleär	   zu	   finden.	  Die	  Behandlung	  der	  
Zellen	   mit	   einer	   gegen	   keine	   spezifische	   mRNA	   gerichteten	   siRNA	   (scrambled-­‐siRNA)	   als	  
Negativkontrolle	   zeigte	   sowohl	   im	   Western	   Blot	   als	   auch	   in	   der	   Immunfluoreszenz	   keine	  
Veränderung	   des	   Sec62-­‐Signals	   der	   Zellen.	   Wurden	   die	   Zellen	   dagegen	   mit	   zwei	   verschiedenen	  
spezifisch	  gegen	  SEC62-­‐mRNA	  gerichteten	  siRNAs	  (SEC62-­‐siRNA-­‐#1	  und	  SEC62-­‐siRNA-­‐UTR)	  für	  122	  h	  
inkubiert	   (Transfektion	  mit	   siRNA	  bei	  0	  h	  und	  24	  h),	   konnte	  man	   im	  Western	  Blot	  wie	  auch	   in	  der	  
Immunfluoreszenz	  eine	  deutliche	  Reduktion	  des	   Sec62-­‐Gehaltes	   der	   Zellen	   erkennen	   (im	  Western-­‐
Blot	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Gehaltes	  auf	  8%	  bzw.	  11%	  des	  Ausgangswertes).	  Nachdem	  auf	  diese	  Weise	  
durch	  siRNA	  Sec62-­‐depletierte	  Zellen	  24	  h	  nach	  der	  zweiten	  siRNA-­‐Transfektion	  für	  72	  h	  mit	  einem	  
IRES-­‐GFP-­‐SEC62-­‐WT-­‐fl-­‐Plasmid	  inkubiert	  wurden,	  zeigte	  sich	  wieder	  ein	  deutlicher	  Anstieg	  des	  Sec62-­‐
Gehaltes	  auf	  45%	  des	  Ausgangswertes	  im	  Western	  Blot.	  	  
Abb.23:	  RNAi	  basierte	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  und	  „rescue“	  durch	  Plasmidtransfektion	   in	  der	  
humanen	  Schilddrüsenkarzinomzelllinie	  ML1.	  Um	  zu	  zeigen,	  dass	  der	  	  verwendete	  Sec62-­‐Antikörper	  spezifisch	  
sein	   Zielprotein	   bindet	   und	   dass	   die	   verwendeten	   SEC62-­‐siRNAs	   spezifisch	   den	   Abbau	   der	   SEC62-­‐mRNA	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induzieren,	   wurde	   exemplarisch	   eine	   RNAi	   basierte	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   sowie	   ein	   „Sec62-­‐
rescue“	   durch	   Transfektion	   der	   Sec62-­‐depletierten	   Zellen	   mit	   dem	   IRES-­‐GFP-­‐Sec62-­‐WT-­‐Plasmid	   an	   der	  
Schilddrüsenkarzinomzelllinie	   ML1	   durchgeführt	   und	   die	   entsprechenden	   Phänotypen	   mittels	  
Immunfluoreszenz	  auf	  ihren	  Sec62-­‐Gehalt	  hin	  untersucht.	  (A)	  zeigt	  im	  Western	  Blot	  die	  Analyse	  des	  Sec62-­‐	  und	  
β-­‐Aktin-­‐Proteingehalts	   der	   in	   (B)	   im	   fluoreszenzmikroskopischen	   Bild	   dargestellten	   unterschiedlich	  
vorbehandelten	  Zellen	  (nähere	  Erläuterungen	  siehe	  Text).	  	  
	  
	  
	  
Abb.24:	  RNAi	  basierte	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  und	  „rescue“	  durch	  Plasmidtransfektion	   in	  der	  
humanen	  Lungenkarzinomzelllinie	  BC01.	  Um	  zu	  zeigen,	  dass	  der	  	  verwendete	  Sec62-­‐Antikörper	  spezifisch	  sein	  
Zielprotein	  bindet	  und	  dass	  die	  verwendeten	  SEC62-­‐siRNAs	  spezifisch	  den	  Abbau	  der	  Sec62-­‐kodierenden	  mRNA	  
induzieren,	   wurde	   exemplarisch	   eine	   RNAi	   basierte	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   sowie	   ein	   „Sec62-­‐
rescue“	   durch	   Transfektion	   der	   Sec62-­‐depletierten	   Zellen	   mit	   dem	   IRES-­‐GFP-­‐SEC62-­‐WT-­‐Plasmid	   an	   der	  
Lungenkarzinomzelllinie	  BC01	  durchgeführt	  und	  die	  entsprechenden	  Phänotypen	  mittels	  Immunfluoreszenz	  auf	  
ihren	   Sec62-­‐Gehalt	   hin	   untersucht.	   (A)	   zeigt	   im	   Western	   Blot	   die	   Analyse	   des	   Sec62-­‐	   und	   β-­‐Aktin-­‐
Proteingehaltes	   der	   in	   (B)	   im	   fluoreszenzmikroskopischen	   Bild	   dargestellten	   unterschiedlich	   vorbehandelten	  
Zellen	  (nähere	  Erläuterungen	  siehe	  Text).	  	  
	  
Auch	  die	   Immunfluoreszenz	  zeigte	  wieder	  ein	  ebenso	  deutliches	  wie	  homogenes	  Sec62-­‐Signal,	  was	  
für	  eine	  effektive	  und	  flächendeckende	  Plasmidaufnahme	  in	  die	  transfizierten	  Zellen	  und	  Expression	  
des	  plasmidkodierten	  Gens	  sprach.	  
Ähnliche	  Effekte	  wie	  zuvor	  für	  die	  Schilddrüsenkarzinomzelllinie	  ML1	  beschrieben	  konnten	  auch	  bei	  
der	   Lungenkarzinomzelllinie	   BC01	   durch	   siRNA	   vermittelte	   Depletion	   der	   SEC62-­‐mRNA	   sowie	   ein	  
„rescue“	  der	  SEC62-­‐Expression	  mittels	  Plasmidtransfektion	  gezeigt	  werden	  (vgl.	  Abb.24).	  	  
Die	  RNAi	  basierte	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  zeigte	  dabei	  eine	  vergleichbare	  Effizienz	  (15%	  
bzw.	  8%).	  Durch	  die	  Plasmidtransfektion	  konnte	  ein	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  auf	  76%	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des	   Ausgangswertes	   erreicht	   werden,	   wobei	   das	   Immunfluoreszenzbild	   zeigte,	   dass	   die	  
Plasmidaufnahme	  ungleichmäßig	  erfolgte,	  da	  einige	  Zellen	  durch	  ein	  sehr	  starkes,	  andere	  hingegen	  
durch	  ein	  eher	  schwaches	  Sec62-­‐Fluoreszenz-­‐Signal	  gekennzeichnet	  waren.	  
Zusammenfassend	   zeigten	   die	   beschriebenen	   Versuche,	   dass	   sowohl	   der	   verwendete	   polyklonale	  
Sec62-­‐Antikörper	   sein	  Zielprotein	  spezifisch	  detektieren	  als	  auch	  dass	  die	  verwendete	  SEC62-­‐siRNA	  
effektiv	   die	   Degradation	   der	   SEC62-­‐mRNA	   induzieren	   konnte.	   Ebenso	   führte	   eine	   Transfektion	   der	  
Zellen	   mit	   dem	   verwendeten	   SEC62-­‐Plasmid	   zu	   einer	   effektiven	   Expression	   des	   plasmidkodierten	  
Gens	  nach	  dessen	  Aufnahme	  in	  die	  Zelle.	  	  
	  
	  
	  
4.2.2	   Rolle	  von	  Sec62	  bei	  der	  Zellmigration	  
	  
	  
4.2.2.1	  Effekt	  der	  RNAi	  basierten	  Reduktion	  und	  durch	  Plasmidtransfektion	  induzierten	  Steigerung	  
des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  auf	  das	  Migrationsverhalten	  von	  Tumorzellen	  
	  
	  
	   Basierend	  auf	  Untersuchungen	  zum	  Migrationsverhalten	  von	  Prostatakarzinomzelllinien	   (Greiner	  et	  
al.,	  2010)	  wurde	  die	  Bedeutung	  von	  Sec62	  für	  die	  Migrationsfähigkeit	  von	  Lungen-­‐	  und	  Schilddrüsen-­‐
karzinomzellen	  in	  Migrations-­‐	  und	  Proliferationsassays	  untersucht.	  
Dazu	  wurden	  die	  Lungenkarzinomzelllinien	  A549,	  H1299	  und	  BC01	  sowie	  die	  Schilddrüsenkarzinom-­‐
zelllinien	   BHT	   101	   und	   ML1	   zunächst	   mit	   zwei	   verschiedenen	   gegen	   SEC62-­‐mRNA-­‐Moleküle	  
gerichteten	  siRNAs	  (SEC62-­‐siRNA-­‐#1	  bzw.	  SEC62-­‐siRNA-­‐UTR)	  sowie	  mit	  einer	  gegen	  keine	  spezifische	  
mRNA	  gerichteten	  siRNA	  (scrambled-­‐siRNA)	  als	  Negativkontrolle	  gemäß	  Kapitel	  3.5.4	  transfiziert	  und	  
anschließend	   das	   Migrationsverhalten	   nach	   70	   h	   Migrationszeit	   im	   Vergleich	   zu	   unbehandelten	  
Zellen	   gemäß	   Kapitel	   3.5.6	   in	   Migrationsassays	   untersucht.	   Um	   sicherzustellen,	   dass	   eine	  
Veränderung	   im	   Migrationsverhalten	   nicht	   primär	   durch	   ein	   verändertes	   Proliferationsverhalten	  
bedingt	   war,	   wurden	   identisch	   behandelte	   Zellen	   stets	   parallel	   zum	   Migrationsassay	   mit	   dem	  
xCELLigence-­‐System	  auf	  ihr	  Proliferationsverhalten	  hin	  untersucht.	  
Die	  Abbildungen	  25	  bis	  27	  zeigen	  die	  Ergebnisse	  der	  Migrations-­‐	  und	  Proliferationsanalysen	   für	  die	  
Lungenkarzinomzelllinien	   A549,	   H1299	   und	   BC01.	   Sowohl	   die	   unbehandelten	   als	   auch	   die	   mit	  
scrambled-­‐siRNA	   behandelten	   Zellen	   zeigten	   eine	   ausgeprägte	   Migration	   durch	   die	   Poren	   der	  
FluoroBlok-­‐Membran,	  wobei	   die	  mit	   der	   gegen	   keine	   spezifische	  mRNA	  gerichteten	   Kontroll-­‐siRNA	  
behandelten	  Zellen	   im	  Falle	  der	  Zelllinie	  A549	  sogar	  etwas	   stärker	   zu	  migrieren	  schienen.	  Dagegen	  
führte	  die	  Behandlung	  der	  Zellen	  sowohl	  mit	  der	  SEC62-­‐siRNA-­‐#1	  als	  auch	  mit	  der	  SEC62-­‐siRNA-­‐UTR	  
bei	   allen	  betrachteten	   Lungenkarzinomzelllinien	   zu	  einem	  deutlichen	   inhibitorischen	  Effekt	   auf	  das	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Migrationsverhalten	  der	  Zellen.	   Im	  Western	  Blot	  zeigte	  sich	  ein	  Restproteingehalt	  von	  22%	  bei	  den	  
mit	  SEC62-­‐siRNA-­‐#1	  behandelten	  Zellen	   sowie	  von	  15%	  bei	  den	  mit	  SEC62-­‐siRNA-­‐UTR	  behandelten	  
Zellen	   bei	   der	   Zelllinie	   A549,	   von	   26%	   bei	   den	  mit	   SEC62-­‐siRNA-­‐#1	   behandelten	   Zellen	   sowie	   von	  	  	  	  	  
21%	  bei	  den	  mit	  SEC62-­‐siRNA-­‐UTR	  behandelten	  Zellen	  bei	  der	  Zelllinie	  H1299	  und	  ein	  Restprotein-­‐
gehalt	  von	  25%	  bei	  den	  mit	  SEC62-­‐siRNA-­‐#1	  behandelten	  Zellen	  sowie	  von	  16%	  bei	  den	  mit	  SEC62-­‐
siRNA-­‐UTR	  behandelten	  Zellen	  bei	  der	  Zelllinie	  BC01,	  jeweils	  bezogen	  auf	  den	  Sec62-­‐Gehalt	  der	  mit	  
Kontroll-­‐siRNA	   transfizierten	   Zellen	   der	   gleichen	   Zelllinie	   als	   Referenzgröße.	   Die	   Untersuchung	   des	  
Proliferationsverhaltens	   mit	   dem	   xCELLigence-­‐System	   von	   identisch	   behandelten	   Zellen	   zeigte	   bei	  
allen	   betrachteten	   Lungenkarzinomzelllinien	   nur	   marginale	   Unterschiede	   zwischen	   den	  
verschiedenen	   Zellpopulationen,	   was	   für	   einen	   spezifischen	   Effekt	   des	   verminderten	   Sec62-­‐
Proteingehaltes	  auf	  die	  Zellmigration	  ohne	  Beeinflussung	  der	  Proliferation	  spricht.	  
	  
	  
	  
Abb.25:	  Migrations-­‐	  und	  Proliferationsanalysen	  bei	  RNAi	  basierter	  Reduktion	  des	  Se62-­‐Proteingehaltes	  in	  der	  
humanen	  Lungenkarzinomzelllinie	  A549.	  Um	  die	  Migrations-­‐	  und	  Proliferationsfähigkeit	  der	  Lungenkarzinom-­‐
zelllinie	   A549	   bei	   RNAi	   basierter	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   zu	   testen,	   wurden	   unterschiedlich	  
vorbehandelte	  Zellen	  (siehe	  Text)	  zum	  einen	  auf	  ihre	  Migrationsfähigkeit	  hin	  in	  einem	  Migrationsassay	  (A)	  und	  
zum	  anderen	  auf	   ihre	  Proliferationsfähigkeit	   hin	   im	   xCELLigence-­‐System	  untersucht	   (C).	   (B)	   zeigt	   die	  Analyse	  
des	   Sec62-­‐	   sowie	   GAPDH-­‐Proteingehaltes	   der	   Zellpopulationen	   im	  Western	   Blot.	   Durch	   die	   Behandlung	  mit	  
SEC62-­‐siRNA	   konnte	   der	   Sec62-­‐Gehalt	   der	   Zellen	   auf	   22%	   (SEC62-­‐siRNA-­‐#1)	   bzw.	   15%	   (SEC62-­‐siRNA-­‐UTR)	  
reduziert	  werden.	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Abb.26:	  Migrations-­‐	  und	  Proliferationsanalysen	  bei	  RNAi	  basierter	  Reduktion	  des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	  
der	   humanen	   Lungenkarzinomzelllinie	   BC01.	   Um	   die	   Migrations-­‐	   und	   Proliferationsfähigkeit	   der	  
Lungenkarzinom-­‐zelllinie	   BC01	   bei	   RNAi	   basierter	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   zu	   testen,	   wurden	  
unterschiedlich	   vorbehandelte	   Zellen	   (siehe	   Text)	   zum	   einen	   auf	   ihre	   Migrationsfähigkeit	   hin	   in	   einem	  
Migrationsassay	   (A)	   und	   zum	   anderen	   auf	   ihre	   Proliferationsfähigkeit	   hin	   im	   xCELLigence-­‐System	   untersucht	  
(C).	  (B)	  zeigt	  die	  Analyse	  des	  Sec62-­‐	  und	  GAPDH-­‐Proteingehaltes	  der	  Zellpopulationen	  im	  Western	  Blot.	  Durch	  
die	   Behandlung	   mit	   SEC62-­‐siRNA	   konnte	   der	   Sec62-­‐Gehalt	   der	   Zellen	   auf	   25%	   (SEC62-­‐siRNA-­‐#1)	   bzw.	   16%	  
(SEC62-­‐siRNA-­‐UTR)	  reduziert	  werden.	  
	  
	  
	  
Abb.27:	  Migrations-­‐	   und	  Proliferationsanalysen	  bei	   RNAi	   basierter	  Reduktion	  des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	  
der	   humanen	   Lungenkarzinomzelllinie	   H1299.	   Um	   die	   Migrations-­‐	   und	   Proliferationsfähigkeit	   der	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Lungenkarzinom-­‐zelllinie	   H1299	   bei	   RNAi	   basierter	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   zu	   testen,	   wurden	  
unterschiedlich	   vorbehandelte	   Zellen	   (siehe	   Text)	   zum	   einen	   auf	   ihre	   Migrationsfähigkeit	   hin	   in	   einem	  
Migrationsassay	   (A)	   und	   zum	   anderen	   auf	   ihre	   Proliferationsfähigkeit	   hin	   im	   xCELLigence-­‐System	   untersucht	  
(C).	  (B)	  zeigt	  die	  Analyse	  des	  Sec62-­‐	  und	  GAPDH-­‐Proteingehaltes	  der	  Zellpopulationen	  im	  Western	  Blot.	  Durch	  
die	   Behandlung	   mit	   SEC62-­‐siRNA	   konnte	   der	   Sec62-­‐Gehalt	   der	   Zellen	   auf	   26%	   (SEC62-­‐siRNA-­‐#1)	   bzw.	   21%	  
(SEC62-­‐siRNA-­‐UTR)	  reduziert	  werden.	  
	  
	  
Identische	   Migrations-­‐	   und	   Proliferationsanalysen	   wurden	   ebenso	   mit	   den	   Schilddrüsen-­‐
karzinomzelllinien	   BHT101	   und	   ML1	   durchgeführt.	   Die	   Ergebnisse	   dieser	   Versuche	   sind	   in	   den	  
Abbildungen	  28	  und	  29	  dargestellt.	  
Hier	   zeigten	   sowohl	   die	   unbehandelten	   als	   auch	   die	   mit	   Kontroll-­‐siRNA	   behandelten	   Zellen	   bei	  
beiden	   Zelllinien	   eine	   ausgeprägte	   Migration	   durch	   die	   Poren	   der	   FluoroBlok-­‐Membran.	   Dagegen	  
führte	  wie	  auch	  bei	  den	  Lungenkarzinomzelllinien	  die	  Behandlung	  der	  Zellen	  sowohl	  mit	  der	  SEC62-­‐
siRNA-­‐#1	   als	   auch	   mit	   der	   SEC62-­‐siRNA-­‐UTR	   zu	   einem	   deutlichen	   inhibitorischen	   Effekt	   auf	   das	  
Migrationsverhalten	  der	  Zellen.	   Im	  Western	  Blot	  zeigte	  sich	  ein	  Restproteingehalt	  von	  18%	  bei	  den	  
mit	  SEC62-­‐siRNA-­‐#1	  behandelten	  Zellen	   sowie	  von	  19%	  bei	  den	  mit	  SEC62-­‐siRNA-­‐UTR	  behandelten	  
Zellen	  im	  Falle	  der	  Zelllinie	  BHT101	  sowie	  eine	  Restproteingehalt	  von	  24%	  bei	  den	  mit	  SEC62-­‐siRNA-­‐
#1	  behandelten	  Zellen	  und	  von	  23%	  bei	  den	  mit	  SEC62-­‐siRNA-­‐UTR	  behandelten	  Zellen	   im	  Falle	  der	  
Zelllinie	  ML1,	  bezogen	  auf	  den	  Sec62-­‐Gehalt	  der	  mit	  scrambled	  siRNA	  transfizierten	  Zellen.	  	  
	  
	  
Abb.28:	  Migrations-­‐	   und	  Proliferationsanalysen	  bei	   RNAi	   basierter	  Reduktion	  des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	  
der	   humanen	   Schilddrüsenkarzinomzelllinie	   BHT101.	   Um	   die	   Migrations-­‐	   und	   Proliferationsfähigkeit	   der	  
Schilddrüsenkarzinomzelllinie	   BHT101	   bei	   RNAi	   basierter	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   zu	   testen,	  
wurden	  unterschiedlich	  vorbehandelte	  Zellen	   (vgl.	   Text)	   zum	  einen	  auf	   ihre	  Migrationsfähigkeit	  hin	   in	  einem	  
Migrationsassay	   (A)	   und	   zum	   anderen	   auf	   ihre	   Proliferationsfähigkeit	   hin	   im	   xCELLigence-­‐System	   untersucht	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(C).	  (B)	  zeigt	  die	  Analyse	  des	  Sec62-­‐	  sowie	  GAPDH-­‐Proteingehaltes	  der	  Zellpopulationen	  im	  Western	  Blot.	  Durch	  
Behandlung	  mit	  SEC62-­‐siRNA	  konnte	  der	  Sec62-­‐Gehalt	  der	  Zellen	  auf	  18%	  (SEC62-­‐siRNA-­‐#1)	  bzw.	  19%	  (SEC62-­‐
siRNA-­‐UTR)	  reduziert	  werden.	  
	  
	  
	  
Abb.29:	  Migrations-­‐	   und	  Proliferationsanalysen	  bei	   RNAi	   basierter	  Reduktion	  des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	  
der	   human	   Schilddrüsenkarzinomzelllinie	   ML1.	   Um	   die	   Migrations-­‐	   und	   Proliferationsfähigkeit	   der	  
Schilddrüsenkarzinomzelllinie	  ML1	  bei	  RNAi	  basierter	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  zu	  testen,	  wurden	  
unterschiedlich	   vorbehandelte	   Zellen	   (vgl.	   Text)	   zum	   einen	   auf	   ihre	   Migrationsfähigkeit	   hin	   in	   einem	  
Migrationsassay	   (A)	   und	   zum	   anderen	   auf	   ihre	   Proliferationsfähigkeit	   hin	   im	   xCELLigence-­‐System	   untersucht	  
(C).	   (B)	  zeigt	  die	  Analyse	  des	  Sec62-­‐	  sowie	  GAPDH-­‐Gehaltes	  der	  Zellpopulationen	   im	  Western	  Blot.	  Durch	  die	  
Behandlung	  mit	  SEC62-­‐siRNA	  konnte	  der	  Sec62-­‐Gehalt	  der	  Zellen	  auf	  22%	  (SEC62-­‐siRNA-­‐#1)	  bzw.	  15%	  (SEC62-­‐
siRNA-­‐UTR)	  reduziert	  werden.	  
	  
Die	   Untersuchung	   des	   Proliferationsverhaltens	   mit	   dem	   xCELLigence-­‐System	   von	   identisch	  
behandelten	  Zellen	  zeigte	  erneut	  keinen	  Unterschied	  zwischen	  den	  verschiedenen	  Zellpopulationen,	  
so	   dass	   auch	   hier	   von	   einem	   spezifischen	   Effekt	   der	   Sec62-­‐Depletion	   auf	   die	   Zellmigration	  
ausgegangen	  werden	  kann.	  
Um	  zu	  untersuchen,	  ob	  nicht	  nur	  eine	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  zu	  einer	  verminderten,	  
sondern	  auch	  eine	  Steigerung	  des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   zu	  einer	   verbesserten	  Migrationsfähigkeit	  
führt,	   wurden	   stabil	   mit	   dem	   IRES-­‐GFP-­‐SEC62-­‐Plasmid	   transfizierte	   HEK293-­‐Zellpopulationen	  
(„human	   embryonic	   kidney	   cells“)	   mit	   unterschiedlichem	   Expressionslevel	   des	   plasmidkodierten	  
SEC62-­‐Gens	  in	  Migrationsassays	  untersucht.	  Dazu	  wurde	  die	  Migrationsfähigkeit	  der	  Zellen	  mit	  dem	  
Proteinkinase-­‐C-­‐Aktivator	   TPA	   (Endkonzentration	   10	   nM)	   stimuliert,	   da	   in	   Vorversuchen	   mit	   den	  
gleichen	  Zellen	  ohne	  Zusatz	  von	  TPA	  auch	  nach	  70	  h	  keine,	  nach	  Zugabe	  von	  10	  nM	  TPA	  jedoch	  eine	  
deutlich	  Migration	  detektiert	  werden	  konnte	  (Daten	  nicht	  gezeigt).	  Abbildung	  30	  fasst	  die	  Ergebnisse	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der	  Migrationsassays	   für	   die	   Zellpopulationen	  HEK293LV	   (transfiziert	  mit	   einem	   Leervektorplasmid	  
als	  Negativkontrolle),	  HEK293-­‐G2	  (731%	  Sec62-­‐Gehalt	  verglichen	  mit	  HEK293LV),	  HEK293-­‐D4	  (350%	  
Sec62-­‐Gehalt	   verglichen	  mit	  HEK293LV),	  HEK293-­‐E4	   (131%	   Sec62-­‐Gehalt	   verglichen	  mit	  HEK293LV)	  
und	  HEK293-­‐F3	  (79%	  Sec62-­‐Gehalt	  mit	  HEK293LV)	  nach	  einer	  Migrationszeit	  von	  70	  h	  zusammen.	  
	  
	  
Abb.30:	  Migrationsanalysen	  bei	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  in	  nicht	  neoplastischen	  HEK293-­‐Zellen	  
durch	   Plasmidtransfektion.	   Um	   den	   Effekt	   einer	   gesteigerten	   SEC62-­‐Expression	   auf	   das	  Migrationsverhalten	  
von	   Zellen	   zu	   untersuchen,	   wurden	   stabile	   mit	   dem	   IRES-­‐GFP-­‐SEC62-­‐WT-­‐Plasmid	   transfizierte	   HEK293-­‐
Zellpopulationen	   („human	   embryonic	   kidney	   cells“)	   in	   Migrationsassays	   untersucht.	   (A)	   In	   den	   Migrations-­‐
assays	   zeigten	   die	   stark	   SEC62-­‐überexprimierenden	   Zellen	   (G2	   und	   D4)	   eine	   deutlich	   gesteigerte	   Migration	  
nach	  70	  h	  Migrationszeit	  verglichen	  mit	  den	  Kontrollzellen	  (LV)	  und	  den	  nur	  gering	  SEC62-­‐überexprimierenden	  
Zellen	   (E4)	   bzw.	   den	   Zellen	   mit	   leicht	   reduziertem	   Sec62-­‐Gehalt	   (F3).	   (B)	   Die	   einzelnen	   HEK293-­‐
Zellpopulationen	  zeigten	  dabei	  einen	  Sec62-­‐Gehalt	  von	  100%	  (LV,	  als	  Referenzzellen),	  731%	  (G2),	  350%	  (D4),	  
131%	  (E4)	  und	  79%	  (F3)	  im	  Western-­‐Blot.	  (C)	  Untersuchung	  des	  Proliferationsverhaltens	  der	  G2-­‐,	  D4-­‐	  und	  LV-­‐
Klone	  im	  xCELLigence-­‐System.	  
	  
Wie	  Abbildung	  30	  zeigt	  migrierten	  die	  Zellen	  umso	  stärker,	  je	  höher	  der	  zelluläre	  Sec62-­‐Gehalt	  war,	  
wobei	   die	   HEK293-­‐LV-­‐Zellen	   das	   schwächste	   und	   die	   HEK293-­‐G2-­‐Zellen	   das	   stärkste	   Migrations-­‐
verhalten	   zeigten.	   Im	   xCELLigence-­‐System	   zeigte	   sich	   kein	   unterschied	   im	   Proliferationsverhalten	  
zwischen	   den	   Klonen	  mit	   deutlich	   gesteigertem	   Sec62-­‐Proteingehalt	   (G2-­‐	   und	   D4-­‐Zellen)	   und	   den	  
Kontrollzellen	  (LV-­‐Zellen).	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4.2.2.2	   Effekt	  von	  Calmodulin(CaM)-­‐Antagonisten	  auf	  das	  Migrationsverhalten	  von	  Tumorzellen	  
	  
	  
Basierend	   auf	   Untersuchungen	   der	   Arbeitsgruppe	   zur	   Rolle	   von	   Calmodulin	   beim	   Prozess	   der	  
Proteintranslokation	  am	  endoplasmatischen	  Reticulum	  (Erdmann	  et	  al.,	  2010)	  sowie	  Untersuchungen	  
des	  Migrationsverhaltens	  von	  Prostatakarzinomzelllinien	  (Greiner	  et	  al.,	  2010)	  wurde	  der	  Effekt	  von	  
CaM-­‐Antagonisten	   auf	   das	   Migrationsverhalten	   von	   Lungen-­‐	   und	   Schilddrüsenkarzinomzelllinien	  
untersucht.	   Dazu	   wurden	   Zellpopulationen	   von	   jeweils	   drei	   Lungenkarzinomzelllinien	   (A549,	   BC01	  
und	   H1299)	   und	   zwei	   Schilddrüsenkarzinomzelllinien	   (BHT101	   und	  ML1)	   zum	   einen	  mit	   DMSO	   als	  
Negativkontrolle	   sowie	  mit	   den	   CaM-­‐Antagonisten	   Ophiobolin	   A	   (Leung	   et	   al.,	   1982;	   Leung	   et	   al.,	  
1985;	  Au	  et	  al.,	  1998)	  und	  TFP	  (Vandonseelar	  et	  al.,	  1994)	  behandelt.	  Nachfolgend	  wurden	  parallel	  
das	  Migrationsverhalten	   der	   Zellen	   im	   FluoroBlok-­‐Migrationsassay	   und	   das	   Proliferationsverhalten	  
der	  Zellen	   im	  xCELLigence-­‐System	  untersucht.	  Der	  Endpunkt	  der	  Versuche	  sowie	  die	  Konzentration	  
der	  CaM-­‐Inhibitoren	  wurde	  basierend	  auf	  Vorversuchen	  (nicht	  gezeigt)	  auf	  einen	  Zeitpunkt	  von	  70	  h	  
nach	  Behandlung	  der	  Zellen	  mit	  je	  1	  µl	  DMSO,	  100	  nM	  Ophiobolin	  oder	  4	  µM	  TFP	  (die	  angegebenen	  
Konzentrationen	   beziehen	   sich	   auf	   die	   Endkonzentration	   der	   CaM-­‐Antagonisten	   im	   Zellkultur-­‐
medium)	   festgelegt.	   Dabei	   wurden	   die	   CaM-­‐Antagonisten	   analog	   zur	   Negativkontrolle	   in	   je	   1	   µl	  
DMSO	   gelöst	   zu	   den	   Zellen	   gegeben,	   sodass	   eine	   Konzentration	   von	   0,05%	   (v/v)	   DMSO	   im	  
Zellkulturmedium	   nicht	   überschritten	   und	   alle	   Zellpopulationen	   mit	   der	   gleichen	   Menge	   DMSO	  
behandelt	  wurden.	  
Abbildung	  31	   zeigt	   die	   Ergebnisse	  der	   geschilderten	  Migrations-­‐	   und	  Proliferationsversuche	   für	   die	  
Lungenkarzinomzelllinien	  A549,	  H1299	  und	  BC01.	  Dabei	  zeigten	  die	  Zellen	   in	  allen	  Fällen	  70	  h	  nach	  
Behandlung	  mit	  1	  µl	  DMSO	  eine	  ausgeprägte	  Migration	  durch	  die	  Poren	  der	  FluoroBlok-­‐Membran,	  
wobei	   die	   Zelllinien	   A549	   und	   BC01	   im	   betrachteten	   Zeitraum	   stärker	   migrierten	   als	   die	   Zelllinie	  
H1299.	  Wurden	  die	  Zellen	  hingegen	  mit	  100	  nM	  Ophiobolin	  oder	  4	  µM	  TFP	  behandelt,	  konnte	  man	  
ein	   deutlich	   reduziertes	   Migrationsverhalten	   beobachten.	   Identisch	   behandelte	   Zellpopulationen	  
zeigten	  bei	  der	  Untersuchung	  der	  Zellproliferation	  mit	  dem	  xCELLigence-­‐System	  keine	  wesentlichen	  
Unterschiede,	   so	  dass	   von	  einem	  spezifischen	   inhibitorischen	  Effekt	  der	  CaM-­‐Antagonisten	  auf	  das	  
Migrationsverhalten	  der	  Zellen	  bei	  nicht	  beeinträchtigter	  Proliferation	  ausgegangen	  werden	  kann.	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Abb.31:	   Migrations-­‐	   und	   Proliferationsanalysen	   bei	   Behandlung	   der	   humanen	   Lungenkarzinomzelllinien	  
A549,	   BC01	   und	   H1299	   mit	   den	   CaM-­‐Antagonisten	   Ophiobolin	   A	   und	   TFP.	   Um	   die	   Auswirkungen	   einer	  
Behandlung	   mit	   CaM-­‐Antagonisten	   auf	   die	   Migrations-­‐	   und	   Proliferationsfähigkeit	   von	   Tumorzellen	   zu	  
untersuchen,	  wurden	  die	  Lungenkarzinomzellen	  A549,	  BC01	  und	  H1299	  in	  unbehandeltem	  Zustand	  sowie	  nach	  
Behandlung	  mit	   100	  nM	  Ophiobolin	  A	  bzw.	   4	  µM	  TFP	   auf	   Ihre	  Migrations-­‐	   und	  Proliferationsfähigkeit	   hin	   in	  
Migrationsassays	  und	  xCelligence-­‐Versuchen	  untersucht.	  (A)	  zeigt	  die	  Bilder	  der	  Migrationsassays,	  in	  (B)	  ist	  die	  
Analyse	   des	   Proliferationsverhaltens	   entsprechend	   vorbehandelter	   Zellen	   im	   xCELLigence-­‐System	   graphisch	  
dargestellt.	   Dabei	   zeigen	   die	   blauen	   Pfeile	   den	   Zeitpunkt	   der	   Behandlung	   mit	   den	   CaM-­‐Antagonisten	   an	  
(nähere	  Erläuterungen	  siehe	  Text).	  
	  
Abbildung	   32	   zeigt	   die	   Ergebnisse	   der	   Proliferations-­‐	   und	  Migrationsanalysen	   für	   die	   Schilddrüsen-­‐
karzinomzelllinien	   BHT101	   und	  ML1.	  Wie	   auch	   bei	   den	   Lungenkarzinomzelllinien	   konnte	   durch	   die	  
Behandlung	  mit	  den	  CaM-­‐Antagonisten	  Ophiobolin	  A	  und	  TFP	  eine	  im	  Vergleich	  zur	  DMSO-­‐Kontrolle	  
deutliche	   Reduktion	   der	   Migrationsfähigkeit	   erreicht	   werden,	   wobei	   die	   unterschiedlich	  
vorbehandelten	  Zellen	  hinsichtlich	  ihres	  Proliferationsverhaltens	  keine	  Unterschiede	  zeigten.	  	  
	  
	  
Abb.32:	  Migrations-­‐	  und	  Proliferationsanalysen	  bei	  Behandlung	  der	  humanen	  Schilddrüsenkarzinomzelllinien	  
BHT101	  und	  ML1	  mit	  den	  CaM-­‐Antagonisten	  Ophiobolin	  A	  und	  TFP.	  Um	  die	  Auswirkungen	  einer	  Behandlung	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mit	  CaM-­‐Antagonisten	  auf	  die	  Migrations-­‐	  und	  Proliferationsfähigkeit	  von	  Tumorzellen	  zu	  untersuchen,	  wurden	  
die	  Schilddrüsenkarzinomzellen	  BHT101	  und	  ML1	  in	  unbehandeltem	  Zustand	  sowie	  nach	  Behandlung	  mit	  100	  
nM	  Ophiobolin	  A	  bzw.	  4	  µM	  TFP	  auf	   Ihre	  Migrations-­‐	  und	  Proliferationsfähigkeit	  hin	   in	  Migrationsassays	  und	  
xCELLigence-­‐Versuchen	   untersucht.	   (A)	   zeigt	   die	   Bilder	   der	   Migrationsassays,	   in	   (B)	   ist	   die	   Analyse	   des	  
Proliferationsverhaltens	   entsprechend	   vorbehandelter	   Zellen	   im	   xCELLigence-­‐System	   graphisch	   dargestellt.	  
Dabei	   zeigen	   die	   blauen	   Pfeile	   den	   Zeitpunkt	   der	   Behandlung	   mit	   den	   CaM-­‐Antagonisten	   an	   (nähere	  
Erläuterungen	  siehe	  Text).	  	  
	  
	  
Somit	   kann	   auch	   bei	   den	   untersuchten	   Schilddrüsenkarzinomzellen	   von	   einem	   spezifischen	  
inhibitorischen	   Effekt	   der	   CaM-­‐Antagonisten	   auf	   die	  Migrationsfähigkeit	   bei	   nicht	   beeinträchtigter	  
Proliferation	  ausgegangen	  werden.	  
Zusammenfassend	   zeigten	   die	   zuvor	   beschriebenen	   Versuche	   bei	   allen	   betrachteten	   Lungen-­‐	   und	  
Schilddrüsenkarzinomzelllinien	  bei	  Behandlung	  mit	  den	  CaM-­‐Antagonisten	  Ophiobolin	  A	  bzw.	  TFP	  ein	  
deutlich	  reduziertes	  Migrationsverhalten	  ohne	  dass	  dabei	  die	  Proliferation	  der	  Zellen	  beeinflusst	  zu	  
sein	   schien.	   Damit	   ließ	   sich	   durch	   eine	   Behandlung	   der	   Zellen	   mit	   CaM-­‐Antagonisten	   derselbe	  
Phänotyp	   bezogen	   auf	   das	   Migrations-­‐	   und	   Proliferationsverhalten	   erzielen	   wie	   durch	   eine	   RNAi-­‐
basierte	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes,	   was	   für	   einen	  möglichen	   funktionellen	   Zusammen-­‐
hang	  dieser	  Effekte	  spricht.	  
	  
	  
	  
4.2.3	   Rolle	  von	  Sec62	  bei	  ER-­‐Stress	  und	  der	  „unfolded	  protein	  response“	  (UPR)	  
	  
	  
Basierend	   auf	   Untersuchungen	   von	   Prostatakarzinomzelllinien	   (Greiner	   et	   al.,	   2010	   und	   2011)	  
wurden	   Versuche	   zur	   funktionellen	   Bedeutung	   von	   Sec62	   bei	   ER-­‐Stress	   und	   einer	   durch	   ER-­‐Stress	  
induzierten	  UPR	  mit	   Lungen-­‐,	   Schilddrüsen-­‐,	  Cervix-­‐	  und	  Prostatakarzinomzelllinien	   sowie	  der	  nicht	  
neoplastischen	  HEK293-­‐Zelllinie	  durchgeführt.	  	  
	  
	  
	  
4.2.3.1	  Effekt	  der	  RNAi	  basierten	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  auf	  die	  Zellvitalität	  bei	  
Thapsigargin-­‐induziertem	  ER-­‐Stress	  
	  
	  
Zunächst	  wurde	  der	  Effekt	  eines	  durch	  den	  SERCA-­‐Inhibitor	  Thapsigargin	  (TG)	   induzierten	  ER-­‐Stress	  
auf	  die	  Proliferation	  bzw.	  Vitalität	  von	  drei	  Lungenkarzinomzelllinien	  (A549,	  BC01	  und	  H1299)	  sowie	  
einer	   Schilddrüsenkarzinomzelllinie	   (BHT101)	   mit	   dem	   xCELLigence-­‐System	   untersucht.	   Dabei	  
wurden	  jeweils	  mit	  Kontroll-­‐siRNA	  behandelte	  und	  mit	  spezifisch	  gegen	  die	  SEC62-­‐mRNA	  gerichteten	  
siRNAs	   behandelte	   Zellen	  miteinander	   verglichen,	   um	   der	   Fragestellung	   nachzugehen,	   ob	   sich	   TG-­‐
induzierter	  ER-­‐Stress	  unterschiedlich	  auf	  Zellen	  mit	  bzw.	  ohne	  RNAi	  basierter	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐
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Proteingehaltes	  auswirkt.	  Dazu	  wurde	   zunächst	  der	   Sec62-­‐Gehalt	  der	  Zellen	  durch	  Behandlung	  mit	  
zwei	   verschiedenen	   SEC62-­‐siRNAs	   (SEC62-­‐siRNA-­‐#1	   und	   SEC62-­‐siRNA-­‐UTR)	   	   entsprechend	   Kapitel	  
3.5.4	   reduziert	   und	   anschließend	   mit	   dem	   xCELLigence-­‐System	   ihr	   Proliferationsverhalten	   nach	  
initialer	  Behandlung	  mit	  2	  nM	  TG	  sowie	  360	  min	  später	  erneut	  mit	  4	  nM	  TG	  (Gesamtkonzentration	  
nach	  360	  min:	  6	  nM	  TG)	  untersucht.	  	  
Abbildung	  33	  stellt	  die	  Ergebnisse	  der	  Proliferationsanalysen	  für	  die	  Lungenkarzinomzelllinien	  A549,	  
H1299	  und	  BC01	  dar.	  Dabei	  zeigten	  bei	  allen	  betrachteten	  Lungenkarzinomzelllinen	  die	  mit	  Kontroll-­‐
siRNA	  behandelten	  Zellen	  nach	  TG-­‐Behandlung	  eine	  nur	  kurzfristig	  verminderte	  Proliferation	  bis	  hin	  
zum	  geringgradigen	  Absterben	  einiger	  Zellen,	  erholten	  sich	  allerdings	  nach	  wenigen	  Stunden	  wieder	  
und	  zeigten	  eine	  ausgeprägte	  Proliferation.	  	  
	  
Abb.33:	   Einfluss	   der	   RNAi-­‐basierten	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   auf	   die	   Sensitivität	   humaner	  
Lungenkarzinomzelllinien	   ggü.	   TG-­‐induziertem	   ER-­‐Stress.	   Um	  die	   Auswirkungen	   einer	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐
Proteingehaltes	   auf	   die	   Sensitivität	   von	   Zellen	   ggü.	   TG-­‐induziertem	   ER-­‐Stress	   zu	   untersuchen,	   wurde	   das	  
Proliferationsverhalten	   der	   humanen	   Lungenkarzinomzelllinien	  A549,	  H1299	   und	  BC01	   nach	   Behandlung	  mit	  	  	  	  	  	  	  
2	  nM	  TG	  zu	  Beginn	  des	  Messvorgangs	  und	  Erhöhung	  der	  TG-­‐Konzentration	  nach	  360	  min	  auf	  6	  nM	  mit	  dem	  
xCELLigence-­‐System	   untersucht.	   Dabei	   wurden	   unbehandelte	   Zellen	  mit	   Sec62-­‐depletierten	   Zellen	   bezüglich	  
ihrer	  Sensitivität	  ggü.	  TG	  verglichen.	  (A)	  zeigt	  die	  quantitative	  Analyse	  des	  Sec62-­‐	  und	  GAPDH-­‐Proteingehaltes	  
von	   Lysaten	   der	   im	   xCELLigence-­‐Versuch	   eingesetzten	   Zellen	   im	  Western	   Blot.	   Gelb	   unterlegt	   ist	   jeweils	   die	  
Effektivität	   der	   RNAi	   basierten	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   als	   prozentualer	  Wert	   bezogen	   auf	   den	  
Sec62-­‐Gehalt	   der	   mit	   scr-­‐siRNA	   behandelten	   Zellen	   als	   100%.	   (B)	   zeigt	   die	   Proliferationsanalyse	   der	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unterschiedlich	  vorbehandelten	  Zellen	  als	  Zellindex-­‐Zeit-­‐Kurve,	  wobei	  die	  blauen	  Pfeile	   jeweils	  den	  Zeitpunkt	  
der	  TG-­‐Behandlung	  markieren.	  
	  
	  
Dagegen	  reagierten	  die	  mit	  SEC62-­‐siRNA	  behandelten	  Zellpopulationen	  der	  Zelllinien	  A549	  und	  BC01	  
nach	   beiden	   TG-­‐Behandlungen	   mit	   einer	   im	   Vergleich	   zur	   Negativkontrolle	   deutlich	   stärker	  
reduzierten	  Proliferation	  und	  zeigten	  im	  Verlauf	  mehrerer	  Stunden	  eine	  mäßiggradige	  Erholung	  ohne	  
dabei	  die	  Proliferationsrate	  der	  mit	  Kontroll-­‐siRNA	  behandelten	  Zellen	  wieder	  zu	  erreichen.	  Im	  Falle	  
der	  Zelllinie	  H1299	  konnten	  sich	  die	  mit	  SEC62-­‐siRNA	  behandelten	  Zellen	  nach	  der	  Behandlung	  mit	  
TG	  nicht	  wieder	   erholen	  und	   starben	   größtenteils	   ab.	  Der	  Western	  Blot	   zeigte	   eine	  Reduktion	  des	  
Sec62-­‐Gehaltes	   auf	   8%	   (SEC62-­‐siRNA-­‐#1)	   bzw.	   18%	   (SEC62-­‐siRNA-­‐UTR)	   des	  Ausgangswertes	   für	   die	  
Zelllinie	  A549,	   auf	   19%	   (SEC62-­‐siRNA-­‐#1)	  bzw.	  15%	   (SEC62-­‐siRNA-­‐UTR)	  des	  Ausgangswertes	   für	  die	  
Zelllinie	  H1299	  sowie	  auf	   jeweils	  19%	  	  (SEC62-­‐siRNA-­‐#1	  und	  SEC62-­‐siRNA-­‐UTR)	  des	  Ausgangswertes	  
für	  die	  Zelllinie	  BC01.	  
Abbildung	   34	   stellt	   die	   Ergebnisse	   der	   Proliferationsanalysen	   für	   die	   Schilddrüsenkarzinomzelllinie	  
BHT101	  dar.	  Dabei	  zeigten	  die	  mit	  Kontroll-­‐siRNA	  behandelten	  Zellen	  nach	  der	  ersten	  TG-­‐Behandlung	  
nur	   kurzfristig	   eine	   verminderte	   Proliferation	   bis	   hin	   zum	   geringgradigen	  Absterben	   einiger	   Zellen,	  
erholten	  sich	  allerdings	  nach	  wenigen	  Stunden	  wieder	  und	  begannen	  erneut	  zu	  proliferieren.	  Nach	  
der	   zweiten	   TG-­‐Behandlung	   zeigten	   die	   Zellen	   nach	   einer	   kurzen	   Absterbephase	   ein	   Sistieren	   der	  
Proliferation	  für	  24	  h,	  erholten	  sich	  danach	  nur	  äußert	  langsam	  und	  erreichten	  erst	  nach	  60	  h	  wieder	  
eine	   hohe	   Proliferationsrate.	   Dagegen	   reagierten	   die	   mit	   SEC62-­‐siRNA	   behandelten	   Zellen	   bereits	  
nach	   der	   ersten	   TG-­‐Behandlung	   mit	   einer	   im	   Vergleich	   zur	   Negativkontrolle	   deutlich	   stärker	  
reduzierten	  Proliferation	  bis	  hin	  zum	  kompletten	  Sistieren	  des	  Wachstums,	  konnten	  sich	  auch	  nach	  
der	   zweiten	   TG-­‐Behandlung	   nicht	   wieder	   erholen	   und	   zeigten	   ähnlich	   der	   Lungenkarzinomzelllinie	  
H1299	   ein	   vollständiges	   Absterben.	   Der	   Western	   Blot	   zeigte	   eine	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐
Proteingehaltes	  auf	  13%	  des	  Ausgangswertes	  für	  beide	  im	  Versuch	  eingesetzten	  siRNAs.	  
	  
Abb.34:	  Einfluss	  der	  RNAi-­‐basierten	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  auf	  die	  Sensitivität	  der	  humanen	  
Schilddrüsenkarzinomzelllinie	  BHT101	  ggü.	  TG-­‐induziertem	  ER-­‐Stress.	  Um	  die	  Auswirkungen	  einer	  Reduktion	  
des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  auf	  die	  Sensitivität	  von	  Zellen	  ggü.	  TG-­‐induziertem	  ER-­‐Stress	  zu	  untersuchen,	  wurde	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das	  Proliferationsverhalten	  der	  humanen	  Schilddrüsenkarzinomzelllinie	  BHT101	  nach	  Behandlung	  mit	  2	  nM	  TG	  
zu	  Beginn	  des	  Messvorgangs	  und	  Erhöhung	  der	  TG-­‐Konzentration	  nach	  360	  min	  auf	  6	  nM	  mit	  dem	  xCELLigence-­‐
System	   untersucht.	   Dabei	   wurden	   unbehandelte	   Zellen	   mit	   Sec62-­‐depletierten	   Zellen	   bezüglich	   ihrer	  
Sensitivität	  ggü.	  TG	  verglichen.	   (A)	  zeigt	  die	  quantitative	  Analyse	  des	  Sec62-­‐	  und	  GAPDH-­‐Proteingehaltes	  von	  
Lysaten	   der	   im	   xCELLigence-­‐Versuch	   eingesetzten	   Zellen	   im	   Western	   Blot.	   Gelb	   unterlegt	   ist	   jeweils	   die	  
Effeltivität	   der	   RNAi	   basierten	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   als	   prozentualer	  Wert	   bezogen	   auf	   den	  
Sec62-­‐Gehalt	   der	   mit	   scr-­‐siRNA	   behandelten	   Zellen	   als	   100%.	   (B)	   zeigt	   die	   Proliferationsanalyse	   der	  
unterschiedlich	  vorbehandelten	  Zellen	  als	  Zellindex-­‐Zeit-­‐Kurve,	  wobei	  die	  blauen	  Pfeile	   jeweils	  den	  Zeitpunkt	  
der	  TG-­‐Behandlung	  markieren.	  
	  
Zusammenfassend	  zeigten	  die	  zuvor	  beschriebenen	  Versuche,	  dass	  eine	  RNAi	  basierte	  Reduktion	  des	  
Sec62-­‐Proteingehaltes	  die	  Zellen	  für	  TG-­‐induzierten	  ER-­‐Stress	  sensibilisiert	  und	  je	  nach	  Zelllinie	  zum	  
Sistieren	  der	  Proliferation	  bis	  hin	  zum	  ausgeprägten	  Absterben	  der	  Zellen	  führt.	  
Aufbauend	  auf	  diesen	  Beobachtungen	  stellte	  sich	  die	  Frage,	  ob	  das	  Absterben	  der	  Zellen	  nach	  RNAi-­‐
basierter	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   und	   ER-­‐Stress-­‐Induktion	   durch	   Behandlung	   mit	   TG	  
Folge	   eines	   apoptotischen	   oder	   nekrotischen	   Prozesses	   darstellt	   und	   über	   welche	   molekularen	  
Mechanismen	  ein	  Absterben	  der	  Zellen	  induziert	  wird.	  Um	  dieser	  Fragestellung	  nachzugehen	  wurde	  
je	   eine	   Lungen-­‐	   und	   Schilddrüsenkarzinomzelllinie	   nach	   Vorbehandlung	   entsprechend	   der	   zuvor	  
beschriebenen	  Versuche	  in	  Apoptose-­‐/Nekrose-­‐Assays	  (Enzo	  Life	  Sciences)	  untersucht.	  	  
Dazu	   wurden	   einzelne	   Zellpopulationen	   zum	   einen	   mit	   einer	   gegen	   keine	   spezifische	   mRNA	  
gerichteten	   Kontroll-­‐siRNA	   als	   Negativkontrolle	   sowie	   zum	   anderen	  mit	   zwei	   verschiedenen	   gegen	  
SEC62-­‐mRNA	   gerichteten	   siRNAs	   (SEC62-­‐siRNA-­‐#1	   bzw.	   SEC62-­‐siRNA-­‐UTR)	   behandelt	   und	  
anschließend	  durch	  Behandlung	  mit	  4	  nM	  TG	  ER-­‐Stress	  induziert.	  Nach	  24	  h	  Inkubationszeit	  wurden	  
die	  Zellen	  gemäß	  Kapitel	  3.7.5	  fluoreszenzmikroskopisch	  auf	  apoptotische	  und	  nekrotische	  Prozesse	  
hin	   untersucht.	   Als	   Positivkontrolle	   dienten	   mit	   1	   µM	   Staurosporin,	   einem	   unspezifischen	  
Kinaseninhibitor,	  behandelte	  Zellen.	  
Abbildung	  35	  stellt	  die	  Ergebnisse	  der	  Apoptose-­‐/Nekroseassays	  für	  die	  Schilddrüsenkarzinomzelllinie	  
ML1	  dar.	  Sowohl	  die	  unbehandelten	  als	  auch	  die	  mit	  Kontoll-­‐siRNA	  behandelten	  Zellen	  zeigten	  keine	  
Zeichen	  apoptotischer	  oder	  nekrotischer	  Prozesse	  24	  h	  nach	  TG-­‐Behandlung.	  Dagegen	  befanden	  sich	  
die	  mit	  Stauroporin	  behandelten	  Zellen	  überwiegend	  im	  Stadium	  der	  späten	  Apoptose	  bzw.	  Nekrose,	  
gekennzeichnet	  durch	  rot	  angefärbte	  Zellkerne.	  Die	  mit	  SEC62-­‐siRNA	  behandelten	  Zellen	  zeigten	  
dabei	  24	  h	  nach	  TG-­‐Behandlung	  überwiegend	  Zeichen	  der	  frühen	  Apoptose	  (gelb	  angefärbte	  Zellen),	  
vereinzelt	  aber	  auch	  späte	  Apoptose-­‐	  bzw.	  Nekrosestadien	  .	  	  Der	  Western	  Blot	  zeigte	  zum	  einen	  die	  
Effektivität	  der	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  durch	  die	  siRNA-­‐Transfektion,	  wobei	  der	  Sec62-­‐
Gehalt	  der	  Zellen	  auf	  11%	  (SEC62-­‐siRNA-­‐#1)	  bzw.	  8%	  (SEC62-­‐siRNA-­‐UTR)	  verglichen	  mit	  den	  mit	  
Kontroll-­‐siRNA	  behandelten	  Zellen	  reduziert	  werden	  konnte.	  
4.	  	  	  	  	  Ergebnisse	  
	  
	  
	  
78	  
	  
	  
Abb.35:	   Analyse	   von	   Apoptose-­‐	   und	   Nekroseprozessen	   in	   Zellen	  mit	   RNAi-­‐basierter	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐
Proteingehaltes	  sowie	  untransfizierten	  Populationen	  der	  humanen	  Schilddrüsenkarzinomzelllinie	  ML1	  nach	  
TG-­‐Behandlung	   im	   Apoptose-­‐/Nekroseassay.	   Um	   die	   Auswirkungen	   einer	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐
Proteingehaltes	  auf	  die	  Vitalität	  der	  Zellen	  sowie	  die	  Induktion	  	  von	  Apoptose-­‐	  und	  Nekroseprozessen	  bei	  TG-­‐
induziertem	  ER-­‐Stress	  zu	  untersuchen,	  wurden	  unbehandelte	  und	  mit	  scr-­‐siRNA,	  SEC62-­‐siRNA-­‐#1	  sowie	  SEC62-­‐
siRNA-­‐UTR	   vorbehandelte	   Populationen	   der	   Schilddrüsenkarzinomzelllinie	  ML1	   nach	   Induktion	   von	   ER-­‐Stress	  
durch	  Behandlung	  mit	  4	  nM	  TG	  im	  Apoptose-­‐/Nekroseassay	  untersucht.	  (A)	  zeigt	  die	  Analyse	  des	  BiP-­‐,	  Sec62-­‐	  
und	  GAPDH-­‐Proteingehaltes	  der	  unterschiedlich	  vorbehandelten	  Zellpopulationen	  im	  Western	  Blot.	  In	  (B)	  sind	  
die	  genannten	  Zellpopulationen	  DAPI-­‐gefärbt	  (jeweils	   linkes	  Bild)	  sowie	   in	  der	  Darstellung	  der	  Apoptose-­‐	  und	  
Nekroseprozesse	   (jeweils	   rechtes	   Bild)	   dargestellt.	   Dabei	   finden	   in	   gelb	   markierten	   Zellen	   frühe	  
Apoptoseprozesse,	  in	  rot	  markierten	  Zellen	  Nekrose-­‐	  oder	  späte	  Apoptoseprozesse	  statt.	  
	  
Zum	  anderen	  diente	  das	  BiP-­‐Signal	  im	  Western	  Blot	  als	  Indikator	  für	  die	  durch	  TG-­‐Behandlung	  in	  den	  
Zellen	  induzierte	  „unfolded	  protein	  response“	  (UPR),	  wobei	  bei	  der	  Zelllinie	  ML1	  eine	  Steigerung	  des	  
BiP-­‐Gehaltes	   auf	   das	   zwischen	   1,84-­‐	   und	   2,37-­‐fache	   verglichen	   mit	   dem	   Ausgangswert	   vor	   TG-­‐
Behandlung	  nachgewiesen	  werden	  konnte.	  
Abbildung	  36	  zeigt	  die	  Ergebnisse	  identisch	  durchgeführter	  Apoptose-­‐/Nekroseassays	  für	  die	  Lungen-­‐
karzinomzelllinie	   BC01.	   Wie	   zuvor	   bei	   der	   Schilddrüsenkarzinomzelllinie	   ML1	   geschildert	   zeigten	  
sowohl	   die	   unbehandelten	   als	   auch	   die	   mit	   Kontroll-­‐siRNA	   transfizierten	   Zellen	   keine	   Zeichen	  
apoptotischer	  oder	  nekrotischer	  Prozesse	  nach	  24	  h	  Inkubationszeit	  mit	  TG	  im	  Gegensatz	  zu	  den	  mit	  
Stauroporin	   behandelten	   Zellen,	   die	   sich	   überwiegend	   im	   Stadium	   der	   späten	   Apoptose	   bzw.	  
Nekrose	  befanden.	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Abb.36:	  Analyse	  von	  Apoptose-­‐	  und	  Nekroseprozessen	  in	  Zellen	  mit	  RNAi-­‐basierter	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐
Proteingehaltes	  sowie	  untransfizierten	  Populationen	  der	  humanen	  Lungenkarzinomzelllinie	  BC01	  nach	  TG-­‐
Behandlung	  im	  Apoptose-­‐/Nekroseassay.	  Um	  die	  Auswirkungen	  einer	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  
auf	  die	  Vitalität	  der	  Zellen	  sowie	  die	  Induktion	  	  von	  Apoptose-­‐	  und	  Nekroseprozessen	  bei	  TG-­‐induziertem	  ER-­‐
Stress	  zu	  untersuchen,	  wurden	  unbehandelte	  sowie	  mit	  scr-­‐siRNA,	  SEC62-­‐siRNA-­‐#1	  und	  SEC62-­‐siRNA-­‐UTR	  
vorbehandelte	  Populationen	  der	  Lungenkarzinomzelllinie	  BC01	  nach	  Induktion	  von	  ER-­‐Stress	  durch	  Behandlung	  
mit	  4nM	  TG	  im	  Apoptose-­‐/Nekroseassay	  untersucht.	  (A)	  zeigt	  die	  Analyse	  des	  BiP-­‐,	  Sec62-­‐	  sowie	  GAPDH-­‐
Proteingehalts	  der	  unterschiedlich	  vorbehandelten	  Zellpopulationen	  im	  Western	  Blot.	  In	  (B)	  sind	  die	  genannten	  
Zellpopulationen	  DAPI-­‐gefärbt	  (jeweils	  linkes	  Bild)	  sowie	  in	  der	  Darstellung	  der	  Apoptose-­‐	  und	  Nekroseprozesse	  
(jeweils	  rechtes	  Bild)	  dargestellt.	  Dabei	  finden	  in	  gelb	  markierten	  Zellen	  frühe	  Apoptoseprozesse,	  in	  rot	  
markierten	  Zellen	  Nekrose-­‐	  oder	  späte	  Apoptoseprozesse	  statt.	  
	  
	  
Die	   mit	   SEC62-­‐siRNA	   transfizierten	   Zellen	   zeigten	   überwiegend	   Zeichen	   der	   frühen	   Apoptose,	  
vereinzelt	  aber	  auch	  Kennzeichen	  der	  späten	  Apoptose	  bzw.	  Nekrose.	  Der	  Western-­‐Blot	  zeigte	  zum	  
einen	   die	   Effektivität	   der	   RNAi	   basierten	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes,	   wobei	   der	   Sec62-­‐
Gehalt	  auf	  19%	  (SEC62-­‐siRNA-­‐#1)	  bzw.	  25%	  (SEC62-­‐siRNA-­‐UTR)	  verglichen	  mit	  den	  mit	  Kontroll-­‐siRNA	  
transfizierten	   Zellen	   reduziert	   wurde.	   Zum	   anderen	   zeigte	   das	   BiP-­‐Signal,	   dass	   die	   durch	   TG-­‐
Behandlung	   in	   den	   Zellen	   induzierte	   UPR	   mit	   einer	   Steigerung	   des	   BiP-­‐Proteingehaltes	   auf	   das	  
zwischen	   2,58-­‐	   und	   3,84-­‐fache	   verglichen	   mit	   dem	   Ausgangswert	   vor	   TG-­‐Behandlung	   einherging.	  
Damit	  zeigte	  die	  Lungenkarzinomzelllinie	  BC01	  eine	  um	  den	  Faktor	  1,5	  stärkere	  UPR-­‐Induktion	  nach	  
TG-­‐Behandlung	  verglichen	  mit	  der	  Schilddrüsenkarzinomzelllinie	  ML1.	  	  
Zusammenfassend	   zeigten	   die	   Apoptose-­‐/Nekroseassays,	   dass	   eine	   RNAi-­‐basierte	   Reduktion	   des	  
Sec62-­‐Proteingehaltes	  die	   	  betrachteten	  Zellen	   für	  TG-­‐induzierten	  ER-­‐Stress	  sensibilisiert	  und	  dabei	  
überwiegend	   apoptotische	   Prozesse	   durch	   die	   TG-­‐Behandlung	   zum	   Absterben	   der	   Zellen	   führen.	  
Welche	   Rolle	   Sec62	   im	   Rahmen	   eines	   TG-­‐induzierten	   ER-­‐Stress	   und	   der	   UPR	   sowie	   bei	   der	   TG-­‐
induzierten	  Apoptose	  zukommen	  könnte,	  soll	  im	  Diskussionsteil	  näher	  erörtert	  werden.	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4.2.3.2	   Einfluss	  von	  Thapsigargin-­‐induziertem	  ER-­‐Stress	  auf	  den	  Sec62-­‐Proteingehalt	  von	  
Tumorzellen	  
	  
Da	  wie	   in	  den	  zuvor	  beschriebenen	  Versuchen	  gezeigt	  eine	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Gehaltes	   zu	  einer	  
Sensibilisierung	   der	   betrachteten	   Lungen-­‐	   und	   Schilddrüsenkarzinomzellen	   gegenüber	   TG-­‐
induziertem	   ER-­‐Stress	   führte,	   stellte	   sich	   die	   Frage,	   ob	   das	   SEC62-­‐Gen	   im	   Rahmen	   einer	   UPR	   als	  
physiologische	   Reaktion	   der	   Zelle	   auf	   ER-­‐Stress	   verstärkt	   exprimiert	   und	   damit	   der	   Sec62-­‐
Proteingehalt	   gesteigert	   wird,	   um	   so	   einer	   durch	   ER-­‐Stress	   ausgelösten	   Apoptoseinduktion	  
entgegenzuwirken.	  
Dazu	   wurden	   Populationen	   je	   einer	   Lungen-­‐	   und	   Schilddrüsenkarzinomzelllinie	   mit	   1	   µM	   TG	  
behandelt	  und	  zum	  Zeitpunkt	  vor	  der	  TG-­‐Behandlung	  sowie	  nach	  3	  h,	  6	  h,	  12	  h	  und	  24	  h	  Inkubation	  
mit	  TG	  geerntet,	  um	  den	  BiP-­‐,	   Sec62-­‐	  und	  GAPDH-­‐Gehalt	   im	  Western-­‐Blot	   zu	  untersuchen.	  Ebenso	  
wurden	  als	  Negativkontrolle	  nicht	  mit	  TG	  behandelte	  Zellen	  zu	  den	  gleichen	  Zeitpunkten	  im	  Western-­‐
Blot	   untersucht.	   Dabei	   diente	   das	   BiP-­‐Signal	   zum	   Nachweis	   der	   UPR-­‐Induktion	   durch	   TG	   und	   das	  
GAPDH-­‐Signal	  als	  Negativkontrolle	  eines	  nicht	  UPR-­‐regulierten	  Genproduktes.	  Parallel	  wurde	  zu	  den	  
betrachteten	  Zeitpunkten	  jeweils	  ein	  WST-­‐Assay	  zur	  Beurteilung	  der	  Zellvitalität	  durchgeführt.	  
Abbildung	  37	  stellt	  die	  Ergebnisse	  dieser	  Versuche	  für	  die	  Schilddrüsenkarzinomzelllinie	  ML1	  dar.	  
	  	  	  
Abb.37:	   Sec62-­‐Proteingehalt	   der	   Schilddrüsenkarzinomzelllinie	   ML1	   bei	   TG-­‐induziertem	   ER-­‐Stress.	   Um	   die	  
Auswirkungen	   von	   TG-­‐induzierten	   ER-­‐Stress	   auf	   den	   Sec62-­‐Proteingehalt	   zu	   untersuchen,	  wurden	   die	   Zellen	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mit	  1	  µM	  TG	  behandelt	  und	  der	  Sec62-­‐	  sowie	  GAPDH-­‐Gehalt	  zum	  Zeitpunkt	  der	  Behandlung	  mit	  TG	  sowie	  nach	  
3	  h,	  	  6	  h,	  12	  h	  und	  24	  h	  Inkubation	  mit	  TG	  im	  Western	  Blot	  untersucht.	  Um	  das	  Ausmaß	  der	  durch	  den	  ER-­‐Stress	  
induzierten	   UPR	   zu	   erkennen,	   wurde	   zusätzlich	   der	   BiP-­‐Proteingehalt	   zu	   den	   genannten	   Zeitpunkten	  	  
untersucht.	  (A)	  zeigt	  die	  Untersuchung	  des	  BiP-­‐,	  Sec62-­‐	  sowie	  GAPDH-­‐Proteingehaltes	  im	  Western	  Blot,	  (B)	  die	  
quantitative	  Analyse	  der	  Sec62-­‐	  (rote	  Linie),	  GAPDH-­‐	  (grüne	  Linie)	  und	  BiP-­‐Signale	  (violette	  Linie)	   im	  Western	  
Blot	  als	  Grafik.	   In	   (C)	   sind	  die	  Ergebnisse	  von	  zu	  den	  genannten	  Zeitpunkten	  durchgeführten	  WST-­‐Assays	   zur	  
Analyse	  der	  Vitalität	   sowohl	  der	  TG-­‐behandelten	   (blaue	   Linie)	   als	   auch	  der	  nicht	  mit	   TG	   transfizierten	  Zellen	  
(rote	  Linie)	  graphisch	  dargestellt.	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
Der	  Western-­‐Blot	   zeigte	   bei	   dieser	   Zelllinie	   eine	   Steigerung	   des	   BiP-­‐Proteingehaltes	   auf	   das	   1,04-­‐,	  
1,49-­‐,	  1,73-­‐	  und	  4,69-­‐fache	  im	  Rahmen	  der	  durch	  TG	  induzierten	  UPR	  3	  h,	  6	  h,	  12	  h	  und	  24	  h	  nach	  TG-­‐
Behandlung	  verglichen	  mit	  dem	  Ausgangswert.	  Dagegen	  veränderte	  sich	  der	  Sec62-­‐Gehalt	  der	  Zellen	  
zu	  den	  betrachteten	  Zeitpunkten	  kaum	  und	  schwankte	  zwischen	  60%	  und	  113%	  des	  Ausgangswertes.	  	  
Damit	  hatte	  eine	  TG-­‐induzierte	  UPR	  keinen	  wesentlichen	  Einfluss	  auf	  den	  Sec62-­‐	  und	  GAPDH-­‐Gehalt	  
der	   Zellen.	   Der	   WST-­‐Assay	   zeigte,	   dass	   die	   Zellen	   im	   betrachteten	   Zeitraum	   nur	   inital	   nach	   TG-­‐
Behandlung	  in	  geringem	  Maße	  abgestorben	  sind,	  sich	  dann	  jedoch	  wieder	  erholt	  haben.	  So	  wurde	  im	  
betrachteten	  Zeitraum	  kein	  deutlicher	  Rückgang	  der	  Vitalität	  beobachtet.	  	  
Abbildung	  38	  stellt	  die	  Ergebnisse	  der	  Versuche	  für	  die	  Lungenkarzinomzelllinie	  BC01	  dar.	  	  
	  
	  
Abb.38:	   Sec62-­‐Proteingehalt	   der	   Lungenkarzinomzelllinie	   BC01	   bei	   TG-­‐induziertem	   ER-­‐Stress.	   Um	   die	  
Auswirkungen	  von	  TG-­‐induziertem	  ER-­‐Stress	   auf	  den	  Sec62-­‐Proteingehalt	   zu	  untersuchen,	  wurden	  die	   Zellen	  
mit	  1	  µM	  TG	  behandelt	  und	  der	  Sec62-­‐	  sowie	  GAPDH-­‐Gehalt	  zum	  Zeitpunkt	  der	  Behandlung	  mit	  TG	  sowie	  nach	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3	  h,	  	  6	  h,	  12	  h	  und	  24	  h	  Inkubationszeit	  mit	  TG	  im	  Western	  Blot	  untersucht.	  Um	  das	  Ausmaß	  der	  durch	  den	  ER-­‐
Stress	   induzierten	   UPR	   zu	   erkennen,	   wurde	   zusätzlich	   der	   BiP-­‐Proteingehalt	   zu	   den	   genannten	   Zeitpunkten	  	  
untersucht.	  (A)	  zeigt	  die	  Untersuchung	  des	  Proteingehaltes	  im	  Western	  Blot,	  (B)	  der	  quantitativen	  Analyse	  des	  
Sec62-­‐	   (rote	   Linie),	   GAPDH-­‐	   (grüne	   Linie)	   und	   BiP-­‐Proteingehaltes	   (violette	   Linie)	   als	   Grafik.	   In	   (C)	   sind	   die	  
Ergebnisse	  von	  zu	  den	  genannten	  Zeitpunkten	  durchgeführten	  WST-­‐Assays	  zur	  Analyse	  der	  Vitalität	  sowohl	  der	  
TG-­‐behandelten	  (blaue	  Linie)	  als	  auch	  der	  nicht	  mit	  TG	  transfizierten	  Zellen	  (rote	  Linie)	  graphisch	  dargestellt.	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
Der	  Western	   Blot	   zeigte	   bei	   dieser	   Zelllinie	   eine	   Steigerung	   des	   BiP-­‐Proteingehaltes	   auf	   das	   2,19-­‐,	  
4,76-­‐,	  12,30-­‐	  und	  21,71-­‐fache	  im	  Rahmen	  der	  TG	  induzierten	  UPR	  3	  h,	  6	  h,	  12	  h	  und	  24	  h	  nach	  TG-­‐
Behandlung	   verglichen	   mit	   dem	   Ausgangswert	   vor	   TG-­‐Behandlung.	   Dagegen	   veränderte	   sich	   der	  
Sec62-­‐Gehalt	  der	   Zellen	   zu	  den	  betrachteten	  Zeitpunkten	  kaum	  und	   schwankte	   zwischen	  84%	  und	  
100%	  des	  Ausgangswertes.	  Somit	  zeigte	  sich	  auch	  bei	  dieser	  Zelllinie	  keine	  wesentliche	  Änderung	  des	  
Sec62-­‐	  und	  GAPDH-­‐Gehaltes	  der	  Zellen	   im	  Rahmen	  der	  durch	  TG	   induzierten	  UPR.	  Die	  WST-­‐Assays	  
zeigten	   auch	   bei	   dieser	   Zelllinie,	   dass	   die	   Zellen	   im	   betrachteten	   Zeitrahmen	   nur	   inital	   nach	   TG-­‐
Behandlung	   in	   geringem	   Maße	   abgestorben	   sind,	   sich	   dann	   jedoch	   wieder	   erholt	   und	   begonnen	  
haben	  zu	  proliferieren.	  	  
Zusammenfassend	   zeigten	   die	   zuvor	   beschriebenen	   Versuche,	   dass	   der	   Sec62-­‐Proteingehalt	   im	  
Rahmen	  einer	  durch	  TG	  induzierten	  UPR	  nicht	  gesteigert	  wird.	  Daraus	  lässt	  sich	  schließen,	  dass	  auch	  
das	  SEC62-­‐Gen	  im	  Rahmen	  einer	  UPR	  nicht	  physiologisch	  verstärkt	  	  von	  der	  Zelle	  exprimiert	  wird.	  	  
	  
	  
4.2.3.3	   Einfluss	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   auf	   die	   Induktion	   einer	   „unfolded	   protein	   response“	  
(UPR)	  	  
	  
Auffälligerweise	   konnte	   in	   den	   zuvor	   beschriebenen	   Versuchen	   beobachtet	   werden,	   dass	   die	  
Lungenkarzinomzelllinie	  BC01	  mit	  einem	  vergleichsweise	  hohen	  Sec62-­‐Gehalt	  (126%,	  verglichen	  mit	  
dem	   Sec62-­‐Gehalt	   von	   PC3-­‐Zellen	   als	   Referenz;	   vgl.	   Abb.	   39)	   eine	   deutlich	   ausgeprägtere	   UPR-­‐
Induktion	   gemessen	   am	   BiP-­‐Proteingehalt	   als	   UPR-­‐Marker	   zeigten	   (2171%	   verglichen	   mit	   dem	  
Ausgangswert)	  als	  die	  Schilddrüsenkarzinomzelllinie	  ML1	  mit	  vergleichsweise	  geringem	  Sec62-­‐Gehalt	  
(57%,	   verglichen	   mit	   dem	   Sec62-­‐Gehalt	   von	   PC3-­‐Zellen	   als	   Referenz;	   vgl.	   Abb.	   39)	   mit	   einer	  
Steigerung	  des	  BiP-­‐Proteingehaltes	  als	  UPR-­‐Marker	  auf	  469%	  des	  Ausgangswertes.	  Daher	  wurden	  die	  
zuvor	   für	   die	   Zelllinien	   BC01	   und	   ML1	   beschriebenen	   Versuche	   ebenfalls	   mit	   der	  
Zervixkarzinomzelllinie	   HeLa	   und	   der	   Prostatakarzinomzelllinie	   PC3	   durchgeführt,	   um	   einen	  
möglichen	  Zusammenhang	  zwischen	  Sec62-­‐Gehalt	  und	  UPR-­‐Induktion	  zu	  untersuchen.	  Dabei	  wurden	  
diese	  zwei	  zusätzlichen	  Zelllinien	  ausgewählt,	  da	  sie	  einen	  breiten	  Bereich	  im	  Spektrum	  des	  bei	  den	  
untersuchten	  Zelllinien	  gefundenen	  Sec62-­‐Gehaltes	  abdecken	  (vgl.	  Abb.	  39).	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Abb.39:	   Sec62-­‐Proteingehalt	   in	   verschiedenen	   humanen	   Karzinomzelllinien.	   Als	   Basis	   für	   nachfolgende	  
Versuche	   wurde	   der	   Sec62-­‐Proteingehalt	   in	   verschiedenen	   humanen	   Karzinomzelllinien	   im	   Western	   Blot	  
untersucht.	  (A)	  zeigt	  in	  Spur	  eins	  und	  zwei	  die	  Schilddrüsenkarzinomzelllinien	  ML1	  und	  BHT101,	  in	  den	  Spuren	  
drei	   bis	   sieben	   die	   Lungenkarzinomzelllinien	   A549,	   BC01,	   H1299,	   BC45N	   und	   BC46T,	   in	   der	   achten	   Spur	   die	  
Cervixkarzinomzelllinien	  HeLa	  und	   in	  der	   letzten	  Spur	  die	  Prostatakarzinomzelllinien	  PC3	  dargestellt.	   (B)	  zeigt	  
die	   quantitative	   Analyse	   des	   Sec62-­‐Gehaltes	   in	   den	   verschiedenen	   Zelllinien	   als	   Grafik.	   Dabei	   ist	   jeweils	   ein	  
prozentualer	  Wert	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  bezogen	  auf	  die	  Referenzzelllinie	  PC3	  als	  100%	  	  dargestellt.	  
	  
Es	   zeigte	   sich	   in	   diesen	   Versuchen	   eine	   Steigerung	   des	   BiP-­‐Gehaltes	   als	   UPR-­‐Marker	   auf	   das	   1,93-­‐
fache	  für	  PC3-­‐Zellen	  bzw.	  das	  5,82-­‐fache	  für	  HeLa-­‐Zellen	  nach	  24	  h	  TG-­‐Behandlung	  bezogen	  auf	  den	  
Ausgangswert	  vor	  TG-­‐Behandlung.	  	  
	  
	  
Abb.40:	   Ausmaß	   der	   UPR-­‐Induktion	   durch	   TG-­‐induzierten	   ER-­‐Stress	   bei	   humanen	   Karzinomzelllinien	   mit	  
unterschiedlichem	  Sec62-­‐Proteingehalt.	  Um	  zu	  untersuchen,	  ob	  der	  Sec62-­‐Proteingehalt	  einer	  Zelle	  mit	  dem	  
Ausmaß	   der	   UPR-­‐Induktion	   als	   physiologische	   Antwort	   auf	   ER-­‐Stress	   korreliert,	   wurden	   vier	   humane	  
Karzinomzelllinien	  mit	  variablem	  Sec62-­‐Proteingehalt	  auf	  ihre	  UPR-­‐Induktion	  bei	  TG-­‐	  induziertem	  ER-­‐Stress	  hin	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untersucht.	  Dazu	  wurden	  die	  Zellen	  mit	  1	  µM	  TG	  transfiziert	  und	  der	  BiP-­‐,	  Sec62-­‐	  sowie	  GAPDH-­‐Proteingehalt	  
zum	   Zeitpunkt	   der	   Behandlung	   sowie	   nach	   3	   h,	   6	   h,	   12	   h	   und	   24	   h	   Inkubationszeit	  mit	   TG	   im	  Western	   Blot	  
untersucht.	  Dargestellt	  ist	  der	  BiP/GAPDH-­‐Quotient	  als	  Marker	  für	  das	  Ausmaß	  der	  UPR-­‐Induktion	  als	  Funktion	  
der	   Zeit	   für	   die	   vier	   Zelllinien	  ML1,	   BC01,	  HeLa	  und	  PC3.	  Neben	  den	  Graphen	   für	   die	   einzelnen	   Zelllinien	   ist	  
jeweils	  der	  entsprechende	  Sec62-­‐Proteingehalt	  aufgeführt.	  	  	  
	  
	  
Wie	  Abbildung	   40	   zeigt,	   konnte	   ein	   Zusammenhang	   zwischen	   dem	   Sec62-­‐Gehalt	   der	   untersuchten	  
Zelllinien	  und	  dem	  Ausmaß	  einer	  UPR-­‐Induktion	  gemessen	  an	  der	  Steigerung	  des	  BiP-­‐Proteingehaltes	  
nach	   TG-­‐Behandlung	   in	   diesen	   Zelllinien	   nicht	   gezeigt	   werden.	   Da	   jedoch	   auch	   ein	   Vergleich	   des	  
Sec62-­‐Proteingehaltes	   der	   untersuchten	   Gewebeproben	   aus	   gesundem	   Lungengewebe	   (vgl.	   Kap.	  
4.1.4)	  einen	  interindividuell	  sehr	  variablen	  basalen	  Sec62-­‐Gehalt	  zeigte	  und	  zudem	  für	  die	  genannten	  
Zelllinien	   der	   Sec62-­‐Proteingehalt	   in	   gesundem	   Vergleichs-­‐gewebe	   fehlte,	   sollte	   der	   Fragestellung	  
einer	   möglichen	   Korrelation	   zwischen	   Sec62-­‐Proteingehalt	   und	   UPR-­‐Induktion	   durch	   Versuche	   auf	  
Ebene	   einer	   Zelllinie	   bei	   Variation	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   nachgegangen	   werden,	   um	   die	  
interindividuelle	  Variabilität	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  als	  möglichen	  Störfaktor	  auszuschließen.	  
Dazu	   wurde	   der	   Sec62-­‐Gehalt	   der	   untersuchten	   Zelllinien	   durch	   Behandlung	   mit	   spezifisch	   gegen	  
SEC62-­‐mRNA	  gerichteter	   siRNA	  der	  Sec62-­‐Gehalt	   reduziert,	  um	  nachfolgend	  die	  Fähigkeit	   zur	  UPR-­‐
Induktion	  dieser	  Zellen	  mit	  nicht	  Sec62-­‐depletierten	  Zellen	  der	  gleichen	  Zelllinie	  zu	  vergleichen.	  Bei	  
den	  so	  vorbehandelten	  Zellpopulationen	  wurde	  analog	  zu	  den	  zuvor	  beschriebenen	  Versuchen	  durch	  
Behandlung	  mit	  1	  µM	  TG	  ER-­‐Stress	  ausgelöst	  und	  damit	  eine	  UPR	  induziert	  und	  der	  Sec62-­‐,	  BiP-­‐	  und	  
β-­‐Aktin	  bzw.	  GAPDH-­‐Gehalt	  zum	  Zeitpunkt	  der	  TG-­‐Behandlung	  sowie	  nach	  3	  h,	  6	  h,	  12	  h	  und	  24	  h	  im	  
Western	  Blot	  untersucht	  (vgl.	  Abb.	  41).	  Die	  beschriebenen	  Versuche	  wurden	  mit	  	  den	  neoplastischen	  
Zelllinien	  BC01	  (n=1),	  HeLa	  (n=3)	  und	  PC3	  (n=3)	  sowie	  der	  nicht	  neoplastischen	  HEK293-­‐Zelllinie	  (n=4)	  
durchgeführt	  (vgl.	  Abb.	  41,	  42,	  43).	  
	  
Abb.41:	  Auswirkungen	  einer	  RNAi-­‐basierten	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  auf	  die	  UPR-­‐Induktion	  bei	  
TG-­‐induziertem	   ER-­‐Stress	   in	   BC01-­‐Zellen.	   Um	   zu	   untersuchen,	   welchen	   Einfluss	   eine	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐
Proteingehaltes	   auf	   die	   Fähigkeit	   der	   Tumorzelle	   eine	   kompensatorische	   UPR	   als	   Reaktion	   auf	   ER-­‐Stress	   zu	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induzieren	   hat,	   wurde	   der	   Sec62-­‐,	   BiP-­‐	   und	   GAPDH-­‐Gehalt	   von	   Zellen	   nach	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐
Proteingehaltes	  durch	  siRNA	  mit	  der	  von	  unbehandelten	  Zellen	  nach	  Behandlung	  mit	  1	  µM	  TG	  zum	  Zeitpunkt	  
der	  Behandlung	  sowie	  nach	  3	  h,	  6	  h,	  12	  h	  und	  24	  h	  Inkubationszeit	  mit	  TG	  im	  Western	  Blot	  verglichen.	  In	  (A)	  
sind	  die	  Western	  Blots,	  der	  relative	  BiP-­‐Proteingehalt	  bezogen	  auf	  den	  Wert	  bei	  0	  h	  als	  100%	  sowie	  die	  Effizienz	  
der	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  bezogen	  auf	  den	  0	  h-­‐Wert	  der	  nicht	  mit	  siRNA	  behandelten	  Zellen	  als	  
100%	  dargestellt.	  (B)	  zeigt	  den	  GAPDH-­‐	  (grüne	  Linie)	  sowie	  BiP-­‐Proteingehalt	  der	  mit	  SEC62-­‐siRNA	  behandelten	  
Zellen	  (blaue	  Linie)	  sowie	  den	  BiP-­‐Proteingehalt	  der	  Zellen	  mit	  normalem	  Sec62-­‐Proteingehalt	  (violette	  Linie)	  zu	  
den	  genannten	  Zeitpunkten.	  
	  
Bei	  der	  Lungenkarzinomzelllinie	  BC01	  zeigte	  sich	  bei	  den	  mit	  Kontroll-­‐siRNA	  behandelten	  Zellen	  eine	  
Steigerung	  des	  BiP-­‐Gehaltes	  um	  das	  5,51-­‐fache	  nach	  24	  h	  TG-­‐Behandlung.	  Dagegen	  führte	  eine	  RNAi	  
basierte	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   zu	   einer	   deutlich	   verminderten	   Steigerung	   des	   BiP-­‐
Proteingehaltes	  24	  h	  nach	  TG-­‐Behandlung	  auf	  das	  nur	  noch	  2,14-­‐fache	  (vgl.	  Abb.41	  A).	  Vergleichbare	  
Effekte	   konnten	   bei	   den	   nicht	   neoplastischen	   HEK293-­‐	   sowie	   den	   neoplastischen	   HeLa-­‐	   und	   PC3-­‐
Zellen	   nach	   RNAi	   basierter	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   und	   TG-­‐Behandlung	   beobachtet	  
werden.	   In	   allen	   Versuchsreihen	   führte	   ein	   RNAi	   basierter	   SEC62-­‐knock-­‐down	   zu	   einer	   statistisch	  
signifikanten	  Hemmung	  der	  UPR.	  	  
	  
Abb.42:	  Auswirkungen	  einer	  RNAi-­‐basierten	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  auf	  die	  UPR-­‐Induktion	  bei	  
TG-­‐induziertem	  ER-­‐Stress	   in	  HEK293-­‐Zellen.	  Um	  zu	  untersuchen,	  welchen	  Einfluss	  eine	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐
Proteingehaltes	  auf	  die	  Fähigkeit	  nicht	  neoplastischer	  Zellen	  eine	  kompensatorische	  UPR	  als	  Reaktion	  auf	  ER-­‐
Stress	   zu	   induzieren	   hat,	  wurde	   der	   Sec62-­‐,	   BiP-­‐	   und	  β-­‐Aktin-­‐Gehalt	   von	  HEK293-­‐Zellen	   nach	   Reduktion	   des	  
Sec62-­‐Proteingehaltes	   durch	   siRNA	   mit	   der	   von	   unbehandelten	   Zellen	   nach	   Behandlung	   mit	   1	   µM	   TG	   zum	  
Zeitpunkt	  der	  Inkubation	  sowie	  nach	  3	  h,	  6	  h,	  12	  h	  und	  24	  h	  im	  Western	  Blot	  verglichen.	  In	  (A)	  sind	  die	  Western	  
Blots,	  der	  relative	  BiP-­‐Proteingehalt	  bezogen	  auf	  den	  Wert	  bei	  0	  h	  als	  100%	  sowie	  die	  Effizienz	  der	  Reduktion	  
des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   bezogen	   auf	   den	   0	   h-­‐Wert	   der	   mit	   Kontroll-­‐siRNA	   behandelten	   Zellen	   als	   100%	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repräsentativ	   für	   einen	   der	   insgesamt	   vier	   durchgeführten	   Versuche	   dargestellt.	   (B)	   zeigt	   die	   quantitative	  
Auswertung	   der	   rBiP-­‐Werte	   als	   UPR-­‐Marker	   bei	   Zellen	   mit	   reduziertem	   (rot)	   und	   normalem	   Sec62-­‐Gehalt	  
(blau).	   Zur	   Darstellung	   der	   Ergebnisse	   statistischer	   Analysen	   sind	   p-­‐Werte	   kleiner	   0,05	   mit	   einem	   *	  
gekennzeichnet.	  Als	  statistischer	  Test	  wurde	  der	  t-­‐Test	  für	  unverbundene	  Stichproben	  verwendet.	  (C)	  zeigt	  die	  
Formel	  zur	  Berechnung	  der	  rBiP-­‐Werte.	  
	  
	  
Abb.43:	  Auswirkungen	  einer	  RNAi-­‐basierten	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  auf	  die	  UPR-­‐Induktion	  bei	  
TG-­‐induziertem	   ER-­‐Stress	   in	   PC3-­‐,	   BC01-­‐	   und	   HeLa-­‐Zellen.	   Um	   zu	   untersuchen,	   welchen	   Einfluss	   eine	  
Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   auf	   die	   Fähigkeit	   verschiedener	   neoplastischer	   Zellen	   eine	  
kompensatorische	  UPR	  als	  Reaktion	  auf	  ER-­‐Stress	  zu	  induzieren	  hat,	  wurde	  analog	  zu	  den	  zuvor	  beschriebenen	  
Versuchen	   der	   Sec62-­‐,	   BiP-­‐	   und	   β-­‐Aktin-­‐Gehalt	   von	   PC3-­‐	   und	   HeLa-­‐Zellen	   nach	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐
Proteingehaltes	  durch	  siRNA	  mit	  der	  von	  unbehandelten	  Zellen	  nach	  Behandlung	  mit	  1	  µM	  TG	  zum	  Zeitpunkt	  
der	   Inkubation	   sowie	  nach	  3	  h,	   6	  h,	   12	  h	  und	  24	  h	   im	  Western	  Blot	   verglichen.	   In	  dieser	  Abbildung	   sind	  die	  
quantitativen	   Auswertungen	   der	   mehrfach	   durchgeführten	   Versuche	   sowie	   die	   Auswertung	   des	   gleichen	  
Versuches	  mit	  der	  Zelllinie	  BC01	  als	  Balkendiagramm	  dargestellt,	  wobei	  der	  blaue	  Balken	  den	   rBiP-­‐Wert	   (zur	  
Erklärung	  siehe	  Abb.	  42	  C)	  für	  die	  mit	  Kontroll-­‐siRNA	  behandelten	  Zellen	  und	  der	  rote	  Balken	  für	  die	  mit	  SEC62-­‐
siRNA	   behandelten	   Zellen	  mit	   der	   jeweils	   zugehörigen	   Standardabweichung	   zeigt.	   Die	  weißen	   Zahlen	   in	   den	  
Balken	   stellen	   die	   Anzahl	   der	   jeweils	   identisch	   durchgeführten	   Versuche	   dar,	   mit	   ***	   sind	   signifikante	  
Unterschiede	   mit	   p<0,005	   gekennzeichnet.	   Zur	   statistischen	   Testung	   wurde	   der	   t-­‐Test	   für	   unverbundene	  
Stichproben	  verwendet.	  
	  
Die	   Abbildungen	   42	   und	   43	   zeigen	   eine	   Zusammen-­‐fassung	   der	   durchgeführten	   Versuche	   für	   die	  
genannte	  nicht	  neoplastische	  Zelllinie	  (Abb.42)	  und	  die	  genannten	  neoplastischen	  Zelllinien	  (Abb.43)	  
in	   Form	   von	   Balkendiagrammen	   sowie	   eine	   statistische	   Auswertung	   der	   Ergebnisse.	   Der	  
beschriebene	   Effekt	   einer	   UPR-­‐Hemmung	   durch	   RNAi	   basierte	   Sec62-­‐Depletion	   konnte	   durch	   eine	  
Transfektion	  der	  mit	  SEC62-­‐siRNA	  behandelten	  Zellen	  mit	  einem	  IRES-­‐GFP-­‐SEC62-­‐Plasmid	  und	  damit	  
einer	  erneuten	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Gehaltes	  wieder	  aufgehoben	  werden.	  Abbildung	  44	  zeigt	  eine	  
Zusammenfassung	  dieser	  mehrfach	  durchgeführten	  „Rescue-­‐Versuche“	  mit	  statistischer	  Auswertung	  
für	   die	   beispielhaft	   ausgewählte	   Zelllinie	   PC3.	   Bei	   Zellpopulationen	   die	   mit	   einem	   IRES-­‐GFP-­‐LV-­‐
Plasmid	  als	  Negativkontrolle	  transfiziert	  wurden	  führte	  wie	  zu	  erwarten	  sowohl	  eine	  Transfektion	  mit	  
siRNA	   die	   im	   translatierten	   (SEC62-­‐siRNA-­‐#1)	   als	   auch	   siRNA	   die	   im	   untranslatierten	   Bereich	   der	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mRNA	  bindet	  (SEC62-­‐siRNA-­‐UTR)	   	  zu	  einer	  deutlichen	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Gehaltes	  der	  Zellen	  und	  
somit	   wie	   zuvor	   beschrieben	   zu	   einer	   Hemmung	   der	   durch	   Behandlung	   mit	   TG	   induzierten	   UPR,	  
gemessen	   am	   BiP-­‐Gehalt.	   Bei	   mit	   einem	   IRES-­‐GFP-­‐SEC62-­‐Plasmid	   transfizierten	   Zellen	   konnte	  
hingegen	  nur	  die	  anschließende	  Transfektion	  mit	  der	  SEC62-­‐siRNA-­‐#1	  zu	  einer	  effektiven	  Reduktion	  
des	   Sec62-­‐Gehaltes	   führen,	   nicht	   hingegen	   die	   Transfektion	   mit	   der	   SEC62-­‐siRNA-­‐UTR,	   die	   im	  
untranslatierten	  Bereich	  der	  SEC62-­‐mRNA	  bindet	  und	  daher	  nur	  die	  vom	  chromosomalen	  SEC62-­‐Gen	  
nicht	  aber	  die	  vom	  plasmidkodierten	  SEC62-­‐Gen	  transkribierte	  mRNA	  abbauen	  konnte.	  Daher	  wurde	  
wie	  zu	  erwarten	  nur	  bei	  Behandlung	  mit	  der	  erstgenannten	  SEC62-­‐siRNA	  eine	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐
Gehaltes	  sowie	  konsekutiv	  eine	  effektive	  UPR-­‐Hemmung	  nach	  Behandlung	  mit	  TG	  erreicht.	  	  
Vergleichbare	   Effekte	   wie	   für	   die	   Zelllinie	   PC3	   beschrieben	   konnten,	   wenn	   auch	   auf	   Grund	   der	  
geringeren	   Zahl	   durchgeführter	   Experimente	   noch	   nicht	   signifikant,	   in	   identisch	   durchgeführten	  
Versuchen	  mit	  HeLa-­‐Zellen	  beobachtet	  werden	  (vgl.	  Abb.	  44	  C).	  	  
	  
	  
Abb.44:	   Rescue	   der	   UPR-­‐Hemmung	   nach	   RNAi	   basierter	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   durch	  
Plasmidtransfektion.	  Um	  zu	  untersuchen,	  ob	  die	  durch	  Sec62-­‐Depletion	   induzierte	  Hemmung	  der	  UPR	  durch	  
eine	  erneute	  Erhöhung	  des	  Sec62-­‐Gehaltes	  wieder	  aufgehoben	  werden	  kann,	  wurden	  PC3-­‐	  bzw.	  HeLa-­‐Zellen	  
zunächst	   zweimal	   entweder	   mit	   einem	   IRES-­‐GFP-­‐SEC62-­‐Plasmid	   oder	   einem	   IRES-­‐GFP-­‐LV-­‐Plasmid	   als	  
Negativkontrolle,	   anschließend	   zweifach	   entweder	   mit	   der	   SEC62-­‐siRNA-­‐#1	   oder	   der	   SEC62-­‐siRNA-­‐UTR	  
transfiziert	  und	  schließlich	  mit	  1	  µM	  TG	  inkubiert.	  Die	  Zellen	  wurden	  zum	  Zeitpunkt	  der	  Inkubation	  mit	  TG	  und	  
nach	  24	  h	  geerntet	  und	  zur	  Western-­‐Blot	  Analyse	  aufbereitet.	  (A)	  BiP-­‐,	  Sec62-­‐	  und	  β-­‐Aktin-­‐Signale	  im	  Western	  
Blot	  für	  PC3-­‐Zellen.	  (B)	  Quantitative	  Auswertung	  der	  rBiP-­‐Werte	  (zur	  näheren	  Erläuterung	  siehe	  Abb.	  40	  C)	  für	  
die	  verschiedenen	  PC3-­‐Zellpopulationen	  mit	  Standardabweichung.	  (C)	  Quantitative	  Auswertung	  der	  rBiP-­‐Werte	  
für	  die	  verschiedenen	  HeLa-­‐Zellpopulationen.	  Alle	  zeitlichen	  Angaben	   in	  der	  Abbildung	  beziehen	  sich	  auf	  den	  
Zeitpunkt	  nach	  Behandlung	  der	  Zellen	  mit	  TG.	  Die	  weißen	  Zahlen	  in	  den	  Balken	  zeigen	  die	  Anzahl	  der	   jeweils	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identisch	   durchgeführten	   Versuche.	   Statistisch	   signifikante	   Unterschiede	  mit	   p-­‐Werten	   kleiner	   0,05	   sind	  mit	  
einem	  *	  gekennzeichnet.	  Als	  statistischer	  Test	  wurde	  der	  t-­‐Test	  für	  unverbundene	  Stichproben	  verwendet.	  	  
	  
Da	  wie	  zuvor	  gezeigt	  ein	  SEC62-­‐silencing	  zu	  einer	  Hemmung	  der	  UPR	  führte,	  stellte	  sich	  als	  nächstes	  
die	   Frage	   ob	   analog	   zu	   den	  Migrationsversuchen	   eine	   Überexpression	   des	   SEC62-­‐Gens	   und	   damit	  
eine	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   auch	   zum	   umgekehrten	   Effekt,	   in	   diesem	   Falle	   also	   zu	  
einer	   Steigerung	   der	   UPR-­‐Induktion	   führt.	   Um	   dieser	   Frage	   nachzugehen,	   wurden	   stabil	   SEC62-­‐
überexprimierende	   HEK293-­‐Zellklone	   durch	   Transfektion	   mit	   einem	   IRES-­‐GFP-­‐SEC62-­‐Plasmid	  
hergestellt	   und	   auf	   ihre	   Fähigkeit	   zur	   UPR-­‐Induktion	   hin	   untersucht.	   Dabei	   zeigten	   in	   mehrfach	  
durchgeführten	   Versuchen	   (n=10)	   HEK293D4-­‐Klone	   mit	   einem	   verglichen	   mit	   HEK293LV-­‐Zellen	  
(transfiziert	  mit	  einem	  Leervektorplasmid	  als	  Negativkontrolle)	  auf	  das	  3,51-­‐fache	  erhöhten	  Sec62-­‐
Gehalt	   keine	   signifikant	   höhere	   UPR-­‐Induktion	   24	   h	   nach	   Behandlung	   mit	   TG	   verglichen	   mit	  
HEK293LV-­‐Zellen	  (vgl.	  Abb.	  45).	  
	  
	  
Abb.45:	   Auswirkungen	   einer	   durch	   Plasmidtransfektion	   induzierten	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Gehaltes	   auf	   die	  
UPR-­‐Induktion	   bei	   TG-­‐induziertem	   ER-­‐Stress	   in	   HEK293-­‐Zellen.	   Um	   zu	   untersuchen,	   ob	   neben	   der	   UPR-­‐
Hemmung	  durch	  Sec62-­‐Depletion	  auch	  eine	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Gehaltes	  zu	  einer	  stärkeren	  UPR-­‐Induktion	  
führt,	  wurde	   der	   Sec62-­‐,	   BiP-­‐	   und	  β-­‐Aktin-­‐Gehalt	   von	  HEK293-­‐Zellen	   nach	   Transfektion	  mit	   entweder	   einem	  
IRES-­‐GFP-­‐LV-­‐Plasmid	  als	  Negativkontrolle	  oder	  einem	  IRES-­‐GFP-­‐SEC62-­‐Plasmid	  im	  Western	  Blot	  ermittelt.	  Dabei	  
führte	   die	   Transfektion	   mit	   dem	   SEC62-­‐Plasmid	   zu	   einer	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Gehaltes	   auf	   das	   3,51-­‐fache	  
(HEK293D4-­‐Zellen)	   verglichen	  mit	  den	  mit	  dem	  Leervektorplasmid	   transfizierten	  Zellen	   (HEK293LV-­‐Zellen).	   In	  
(A)	  sind	  die	  Western	  Blots	  dargestellt.	  (B)	  zeigt	  die	  quantitative	  Auswertung	  der	  rBiP-­‐Werte	  als	  UPR-­‐Marker	  bei	  
Zellen	  mit	  gesteigertem	  (rot)	  und	  normalem	  Sec62-­‐Gehalt	  (blau)	  in	  einem	  Balkendiagramm.	  Die	  weißen	  Zahlen	  
in	   den	   Balken	   stellen	   die	   Anzahl	   der	   jeweils	   identisch	   durchgeführten	   Veruche	   dar.	   Zur	   Darstellung	   der	  
Ergebnisse	  statistischer	  Analysen	  sind	  p-­‐Werte	  kleiner	  0,05	  sind	  mit	  einem	  *	  gekennzeichnet.	  Als	  statistischer	  
Test	  wurde	  der	  t-­‐Test	  für	  unverbundene	  Stichproben	  verwendet.	  	  
	  
Zusammenfassend	   konnte	  durch	  die	   zuvor	   beschriebenen	  Versuche	   gezeigt	  werden,	   dass	   ein	  RNAi	  
basierter	   SEC62-­‐knock-­‐down	   zu	   einer	   deutlichen	   Hemmung	   der	   kompensatorischen	   UPR	   nach	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Induktion	   von	   ER-­‐Stress	   durch	   TG	   in	   BC01,	   HeLa	   (p<0,005),	   PC3	   (p<0,005)	   und	   HEK293-­‐Zellen	  
(p<0,05)	  führt,	  wobei	  eine	  erneute	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Gehaltes	  durch	  Plasmidtransfektion	  diesen	  
Effekt	   wieder	   aufheben	   konnte.	   Eine	   Überexpression	   des	   SEC62-­‐Gens	   und	   damit	   eine	   zusätzliche	  
Steigerung	  des	  Sec62-­‐Gehaltes	  über	  das	  Normalmaß	  hinaus	  führte	  jedoch	  nicht	  zu	  einer	  zusätzlichen	  
Steigerung	  der	  UPR.	  	  
	  
	  
4.2.3.4	   Ausmaß	  von	  ER-­‐Stress	  in	  Tumorzellen	  
	  
	  
Um	  beurteilen	  zu	  können,	   inwiefern	  die	  Beobachtungen	  in	  den	  zuvor	  beschriebenen	  Versuchen	  zur	  
Rolle	  von	  Sec62	  bei	  ER-­‐Stress	  und	  UPR	  auch	  im	  Rahmen	  der	  Tumorzellbiologie	  von	  Bedeutung	  sind,	  
wurden	  die	  zur	  Analyse	  des	  Sec62-­‐Gehaltes	   in	  den	  Gewebeproben	  verwendeten	  PVDF-­‐Membranen	  
erneut	  genutzt,	  um	  den	  BiP-­‐Gehalt	  als	  UPR-­‐Marker	  vergleichend	  in	  gesundem	  Lungengewebe	  sowie	  
Tumorgewebe	  durch	  immunologische	  Detektion	  (vgl.	  Kap.	  3.6.3)	  und	  damit	  das	  Ausmaß	  an	  ER-­‐Stress	  
in	  neoplastischem	  und	  nicht	  neoplastischem	  Gewebe	  derselben	  Patienten	  zu	  untersuchen.	  
Wie	  Abbildung	  46	  zeigt,	  konnte	   im	  Tumorgewebe	  verglichen	  mit	  nicht	  neoplastischem	  Gewebe	  ein	  
deutlich	   höherer	   BiP-­‐Proteingehalt	   detektiert	   werden,	   was	   zur	   Schlussfolgerung	   führt,	   dass	   im	  
Tumorgewebe	  verglichen	  mit	  gesundem	  Gewebe	  ein	  deutlich	  höheres	  Ausmaß	  an	  ER-­‐Stress	  herrscht	  
und	  die	  Tumorzellen	  auch	  eine	  ausgeprägte	  kompensatorische	  UPR	  induzieren.	  Damit	  wäre	  auch	  ein	  
möglicher	   regulatorischer	  Einfluss	  von	  Sec62	  auf	  eine	  durch	  ER-­‐Stress	   induzierte	  UPR	   insbesondere	  
für	   Tumorzellen	   von	  entscheidender	  Bedeutung,	  da	  diese	  auf	  Grund	  der	  hohen	  Proliferations-­‐	  und	  
damit	   auch	   im	   Vergleich	   zu	   gesundem	   Gewebe	   deutlich	   gesteigerten	   Proteinsyntheserate	   sowie	  
unter	   Bedingungen	   der	   Gewebshypoxie	   permanent	   ER-­‐Stress	   ausgesetzt	   und	   damit	   auf	   eine	  
effiziente	   UPR-­‐Induktion	   angewiesen	   sind.	   Zudem	   zeigte	   sich	   bei	   der	   Quantifizierung	   des	   BiP-­‐
Proteingehaltes	   im	  Tumorgewebe	  verglichen	  mit	  dem	  gesunden	  Lungengewebe,	  dass	  Tumoren	  mit	  
einer	  ausgeprägten	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  auch	  eine	  starke	  UPR-­‐Induktion	  aufweisen,	  
wohingegen	  Tumoren	  mit	   schwacher	   Steigerung	  des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   ein	  deutlich	   geringeres	  
Ausmaß	   an	   UPR-­‐Induktion	   zeigen.	   Bei	   der	   Analyse	   des	   BiP-­‐Proteingehaltes	   in	   insgesamt	   11	  
Gewebeproben	   konnte	   so	   eine	   Korrelation	   zwischen	   den	   rSec62-­‐Werten	   für	   die	   entsprechenden	  
Proben	   und	   dem	  Ausmaß	   der	   UPR-­‐Induktion	   gemessen	   an	   der	   Steigerung	   des	   BiP-­‐Proteingehaltes	  
gezeigt	  werden	  (r2=0,85;	  vgl.	  Abb.	  47).	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Abb.46:	   Korrelation	   des	   Sec62-­‐Proteingehalts	   mit	   dem	   Ausmaß	   der	   UPR-­‐Induktion	   in	  
Lungenkarzinomproben.	   Um	   zu	   untersuchen,	   ob	   das	   Ausmaß	   des	   Sec62-­‐Proteingehalts	   mit	   dem	   der	   UPR-­‐
Induktion	  in	  den	  Lungenkarzinomproben	  korreliert,	  wurden	  insgesamt	  11	  Proben	  im	  Western	  	  Blot	  auf	  den	  BiP-­‐
Proteingehalt	   als	   UPR-­‐Marker	   sowie	   den	   Sec62-­‐	   und	   GAPDH-­‐Proteingehalt	   hin	   untersucht.	   In	   (A)	   sind	   die	  
Western	  Blots	  der	  Probe	  2639,	  in	  B	  die	  Western	  Blots	  der	  Probe	  15294,	  in	  C	  die	  Western	  Blots	  der	  Probe	  13758	  
und	   in	   D	   die	   Western	   Blots	   der	   Probe	   2639	   als	   Beispiele	   dargestellt.	   Zur	   quantitativen	   Auswertung	   sowie	  
Korrelationsanalyse	  der	  Ergebnisse	  siehe	  Abb.37.	  
	  
Daher	   erscheint	   ein	   funktioneller	   Zusammenhang	   zwischen	   dem	   Sec62-­‐Proteingehalt	   der	  
Tumorzellen	  und	  der	  Fähigkeit	  zu	  einer	  effizienten	  UPR-­‐Inuktion	  als	  wahrscheinlich	  un	  soll	  in	  Kapitel	  
5.2.2	  näher	  diskutiert	  werden.	  
	  
	   	  
Abb.47:	   Korrelation	   zwischen	   dem	   Ausmaß	   der	   UPR-­‐Induktion	   gemessen	   an	   der	   Steigerung	   des	   BiP-­‐
Proteingehaltes	   und	   dem	   rSec62-­‐Wert	   in	   Lungenkarzinomgewebeproben.	   Um	   zu	   untersuchen,	   ob	   die	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Steigerung	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	   den	   Lungenkarzinomproben	   mit	   dem	   Ausmaß	   der	   UPR-­‐Induktion	  
gemessen	  am	  BiP-­‐Proteingehalt	  korreliert,	  wurden	  11	  Gewebeproben	  im	  Western	  Blot	  auf	  den	  Sec62-­‐,	  β-­‐Aktin-­‐	  
und	  BiP-­‐Gehalt	  hin	  untersucht	  (vgl.	  Abb.46).	  In	  der	  Abbildung	  sind	  die	  Ergebnisse	  der	  quantitativen	  Auswertung	  
der	  Western	  Blots	  graphisch	  dargestellt	  mit	  dem	  BiP/β-­‐Aktin-­‐Quotienten	  als	  Abszisse	  und	  dem	  Sec62/β-­‐Aktin-­‐
Quotienten	   als	   Ordinate.	   Die	   durch	   die	   Koordinaten	   festgelegte	   Bestgerade	   weist	   einen	  
Korrelationskoeffizienten	  von	  0,85	  auf.	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5. Diskussion	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  
	  
5.1	   Untersuchung	  von	  Lungen-­‐	  und	  Schilddrüsenkarzinomgewebe	  
	  
5.1.1	   Quantitative	  Analyse	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  	  
	  
Durch	   die	   Western-­‐Blot-­‐Analyse	   des	   Sec62-­‐	   und	   β-­‐Aktin-­‐Gehaltes	   in	   140	   Gewebeproben	   von	   70	  
Lungenkarzinompatienten	  konnte	  gezeigt	  werden,	  dass	  der	  Sec62-­‐Proteingehalt	   in	  den	  untersuchten	  
Plattenepithel-­‐	  und	  Adenokarzinomen	  im	  einzelnen	  sowie	  den	  Lungenkarzinomen	  als	  Gesamtkollektiv	  
betrachtet	   bezogen	   auf	   gesundes	   Lungengewebe	   derselben	   Patienten	   signifikant	   gesteigert	   ist	  
(p<0,0001	  für	  die	  Lungenkarzinome	  gesamt,	  p<0,0002	  für	  die	  Plattenepithelkarzinome,	  p<0,02	  für	  die	  
Adenokarzinome).	  	  
Dabei	  wurde	  als	  Grenze	  für	  einen	  beim	  Vergleich	  von	  Tumorgewebe	  und	  gesundem	  Gewebe	  desselben	  
Patienten	   als	   relevant	   bezeichneten	   Unterschied	   im	   Sec62-­‐Proteingehalt	   ein	   rSec62-­‐Wert	   von	  ≥	   1,6	  
festgesetzt,	   da	   die	   Expression	   eines	   Gens	   und	   damit	   der	   Gehalt	   des	   kodierten	   Proteins	   je	   nach	  
metabolischem	   und	   mitotischem	   Aktivitätsgrad	   der	   Zelle	   physiologischen	   Schwankungen	   unterliegt.	  
Dies	  ist	  besonders	  zu	  berücksichtigen	  bei	  einem	  Protein	  wie	  Sec62,	  dessen	  Funktion	  im	  Säuger	  ebenso	  
wenig	   verstanden	   ist	   wie	   die	   Regulationsmechanismen	   der	   SEC62-­‐Expression.	   Daher	   wurden	   alle	  
rSec62-­‐Werte	   <1,6	   als	   zufällige	   bzw.	   physiologische	   Schwankungen	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	  
betrachtet	  und	  nicht	  im	  Sinne	  einer	  relevanten	  Steigerung	  interpretiert.	  
	  
	  
5.1.2	   Auswahl	  und	  histologische	  Struktur	  der	  untersuchten	  Gewebeproben	  
	  
Hinsichtlich	   der	   Interpretation	   der	   aus	   der	   Analyse	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	   Gewebeproben	  
gewonnenen	  Daten	  muss	  berücksichtigt	  werden,	  dass	  sich	  einzelne	  Proben	  bezogen	  auf	  die	  zelluläre	  
Zusammensetzung	  in	  gewissem	  Ausmaß	  unterschieden	  haben.	  So	  variierte	  der	  Gehalt	  an	  Tumorzellen	  
bezogen	  auf	  das	  gesamte	  Gewebevolumen.	  Zwar	  wies	  ein	  Großteil	  der	  Proben	  einen	  Tumorzellanteil	  
von	   über	   60%	   auf,	   dieser	   lag	   allerdings	   vereinzelt	   auch	   unter	   50%,	   insbesondere	   bei	   den	  
Adenokarzinomen.	  Beispiele	  sind	   	   in	  Abbildung	  48	  dargestellt.	  Da	  der	  Tumorzellgehalt	   in	  den	  Proben	  
zum	   einen	   eine	   sehr	   große	   Variabilität	   zeigte	   und	   zum	   anderen	   keine	   Methoden	   zur	   objektiven	  
Bestimmung	   des	   Tumorzellanteils	   an	   einer	   Gewebeprobe	   vorliegen,	   konnte	   dieser	   Aspekt	   bei	   der	  
Auswertung	   der	   Versuche	   zum	   Sec62-­‐Proteingehalt	   nicht	   berücksichtigt	  werden.	   Letztlich	   kann	   aber	  
selbst	  bei	  einem	  Tumorzellgehalt	  unter	  50%	  die	  Aussagekraft	  der	  Ergebnisse	  kaum	  gemindert	  werden,	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da	   in	  einem	  solchen	  Fall	  der	  wahre	  rSec62-­‐Wert	  für	  die	  betrachtete	  Probe	  nur	  höher	   liegen	  kann	  als	  
experimentell	   ermittelt,	   so	   dass	   der	   relative	   Sec62-­‐Gehalt	   im	   Tumorgewebe	   verglichen	   mit	   dem	  
gesunden	  Gewebe	  durch	  die	  beschriebenen	  Methoden	  nur	  unterschätzt	  werden	  kann.	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
Abb.48:	  HE-­‐gefärbte	  Kryoschnitte	   von	  Tumorgewebe	  und	  gesundem	  Lungengewebe	  der	  Patienten	  5762	  und	  
2596.	   Dargestellt	   sind	   die	  HE-­‐gefärbten	   Kryoschnitte	   des	   Tumorgewebes	   sowie	   des	   gesunden	   Lungengewebes	  
der	  Patienten	  5762	   (Adenocarcinom)	  und	  2596	   (Plattenepithelkarzinom).	  An	  diesen	  Proben	  wird	  deutlich,	  dass	  
der	  prozentuelle	  Anteil	  an	  Tumorzellen	  am	  gesamten	  Gewebe	  von	  Probe	  zu	  Probe	  variiert	  mit	  der	  Tendenz	  eines	  
höheren	  Tumorzellanteils	  in	  den	  Plattenepithelkarzinomen	  verglichen	  mit	  den	  Adenokarzinomen.	  
	  
Dennoch	  bedingen	  die	  geschilderten	  Umstände	  auf	  Grund	  der	   fehlenden	  selektiven	  Bestimmung	  des	  
Proteingehaltes	   der	   Tumorzellen	   eine	   eingeschränkte	   Genauigkeit	   der	   Korrelationsanalysen	   der	  
rSec62-­‐Werte	  mit	  den	  klinischen	  und	  pathologischen	  Daten	  der	  Patienten.	  Exaktere	  Analysen	  	  könnten	  
nur	   durch	   eine	   Selektion	   der	   Tumorzellen	   vom	   umgebenden	   originären	   Lungengewebe	   durch	  
Lasermikrodissektionstechniken	  erreicht	  werden.	  
Neben	  den	   Tumorproben	  müssen	   aber	   auch	  die	   Proben	  des	   gesunden	   Lungengewebes	   bezogen	   auf	  
ihren	  histologischen	  Aufbau	  differenziert	  betrachtet	  werden.	  In	  einzelnen	  Proben	  fand	  sich	  neben	  dem	  
originären	   Lungengewebe	   auch	   entzündliches	   Zellinfiltrat	   aus	   neutrophilen	   und	   eosinophilen	  
Granulozyten,	   Lymphozyten,	   Alveolarmakrophagen	   sowie	   anderen	   mobilen	   Bindegewebszellen	   wie	  
Mastzellen,	   so	  dass	  durch	  diese	  Zellen	  der	  Proteingehalt	  des	  gesunden	  Lungengewebes	   in	  variablem	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Ausmaß	  beeinflusst	  wurde.	  Zudem	  muss	  berücksichtigt	  werden,	  dass	  selbst	  in	  gesundem,	  nicht	  reaktiv	  
veränderten	   Lungengewebe	   ein	   Gemisch	   verschiedenster	   Zellen	   zu	   finden	   ist.	   Neben	   den	   für	   das	  
Lungengewebe	   typischen	   Pneumozyten	   Typ	   1	   und	   Typ	   2	   findet	   man	   ebenfalls	   beispielsweise	  
Fibrozyten,	   Endothelzellen,	   Clara-­‐Zellen,	   Flimmerepithelzellen,	   Chondrozyten	   sowie	   glatte	  
Muskelzellen.	   Daher	   gibt	   der	   Proteingehalt,	   der	   für	   das	   gesunde	   Lungengewebe	   angegeben	   wird	  
letztlich	   einen	  Mittelwert	   des	   Proteingehaltes	   all	   dieser	   genannten	   Zellen	   an,	   die	   beim	  Gesunden	   in	  
der	   geschilderten	   Vielfalt	   das	   Lungengewebe	   aufbauen.	   Im	   Vergleich	   zu	   anderen	   Organen	   wie	   der	  
Leber	  oder	  dem	  Herzen	   findet	   sich	   also	  nicht	   ein	  dominierender,	   das	   	  Gewebeparenchym	   zum	  ganz	  
überwiegenden	   Anteil	   aufbauender	   Zelltyp	   wie	   Hepatozyten	   oder	   Kardiomyoyzten,	   sondern	   ein	  
heterogenes	  Bild	  verschiedener	  Zellen.	  Letztlich	  ist	  jedoch	  im	  Hinblick	  auf	  eine	  mögliche	  Einschränkung	  
der	   Aussagekraft	   der	   aufgeführten	   Ergebnisse	   auf	   Grund	   dieser	   Umstände	   keine	   genaue	   Wertung	  
möglich,	  da	  bis	  heute	  noch	  nicht	  bekannt	  ist,	  von	  welcher	  dieser	  Zellen	  des	  gesunden	  Lungengewebes	  
die	  Krebsentstehung	  ursprünglich	  ausgeht.	  Zwar	  könnte	  man	  durch	  eine	  Lasermikrodissektion	  einzelne	  
Anteile	   histologischer	   Schnitte	   isolieren	   und	   so	   gezielt	   bestimmte	   Areale	   der	   Gewebeproben	  
untersuchen,	  z.B.	  nur	  die	  Alveolen	  mit	  Alveolarsepten	  oder	  nur	  die	  Bronchioli,	  allerdings	  könnte	  auch	  
dadurch	  die	  Vielfalt	   an	  Zellen,	  die	  das	   zu	  untersuchende	  Gewebe	  aufbaut	  nicht	  wesentlich	   reduziert	  
und	   damit	   eine	   spezifischere	   Aussage	   über	   den	   Proteingehalt	   im	   gesunden	   Lungengewebe	   erreicht	  
werden.	  
Andere	   in	   manchen	   Proben	   zu	   erkennende	   reaktive	   Veränderungen	   wie	   v.a.	   Gewebsnekrosen	   und	  
Fibrosierungen	   müssen	   ebenso	   berücksichtigt	   werden.	   Möglicherweise	   führt	   eine	   schon	   länger	  
bestehende	  Nekrose	  des	  Tumorgewebes,	  wenn	  auch	  noch	  keine	  Entzündungszellen	  wie	  Makrophagen	  
als	   Zeichen	   einer	   physiologischen	   entzündlichen	   und	   schließlich	   durch	   Fibrozyten	   vermittelten	  
bindegeweblichen	  Organisation	  des	  Prozesses	  zu	   finden	  sind,	  zu	  einem	  beginnenden	  Abbau	  ehemals	  
intrazellulär	   und	   nun	   im	   Zelldetritus	   gelegener	   Proteine	   wie	   Sec62	   oder	   β-­‐Aktin,	   der	   die	  
immunologische	   Detektion	   von	   Epitopen	   der	   genannten	   Proteine	   erschweren	   könnte.	   Da	   man	  
allerdings	   davon	   ausgehen	   kann,	   dass	   ein	   proteolytischer	   Abbau	   im	   Bereich	   nekrotischer	   bzw.	  
apoptotischer	  Gewebsanteile	  alle	  betrachteten	  Proteine	  in	  gleichem	  Maße	  betrifft,	  dürfte	  der	  Einfluss	  
auf	   den	   als	   relative	  Größe	  berechneten	  und	  damit	   vom	  absoluten	  Proteingehalt	   der	  Gewebeproben	  
unabhängigen	  Sec62/β-­‐Aktin-­‐Quotienten	  nur	  sehr	  gering	  sein.	  Zudem	  zeigten	  sich	  beim	  Verfahren	  der	  
Proteinextraktion	   aus	   den	   Gewebeproben	   (vgl.	   Kap.	   3.4)	   keine	   wesentlichen	   Unterschiede	   der	  
Bandenintensität	  in	  der	  anschließend	  durchgeführten	  Western-­‐Blot-­‐Analyse,	  so	  dass	  die	  Proteine	  trotz	  
der	   morphologisch	   beschriebenen	   Nekrose-­‐	   und	   Apoptoseprozesse	   in	   gleichem	   Maße	   einer	  
immunologischen	  Detektion	  zugänglich	  waren.	  Die	  genannten	  reaktiven	  Veränderungen	  im	  Sinne	  von	  
nekrotischen,	  fibrosierten	  oder	  entzündlich	  infiltrierten	  Arealen	  wurden	  dabei	  in	  weniger	  als	  10%	  der	  
Gewebeproben	  beobachtet.	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5.1.3	   Sec62	  als	  Marker	  für	  Lungenkarzinome	  	  	  
	  
Nach	   der	   Betrachtung	   methodischer	   Aspekte	   der	   Analyse	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   stellt	   sich	   als	  
nächstes	   die	   Frage,	   wie	   die	   experimentell	   nachgewiesene	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Gehaltes	   in	   den	  
untersuchten	   Tumorgewebeproben	   in	   den	   Kontext	   der	   bisherigen	   Erkenntnisse	   über	   genetische	  
Aberrationen	   sowie	   die	   Variation	   des	   Gehaltes	   an	   genetischem	  Material	   im	   Sinne	   der	   Amplifikation	  
bzw.	  Deletion	  von	  Chromosomenabschnitten	  in	  Lungenkarzinomen	  einzuordnen	  ist	  und	  ob	  sich	  Sec62	  
als	  potentieller	  diagnostischer	  Marker	  für	  Lungenkarzinome	  eignet.	  	  
Die	   beobachtete	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   wurde	   bisher	   für	   Lungenkarzinome	   in	   der	  
Literatur	   noch	   nicht	   beschrieben,	   jedoch	   kamen	   einige	   Arbeitsgruppen	   bei	   der	   Untersuchung	  
genetischer	  Veränderungen	  in	  Lungenkarzinomen	  mittels	  CGH-­‐	  und	  FISH-­‐Techniken	  zu	  dem	  Ergebnis,	  
dass	  der	  lange	  Arm	  des	  Chromosoms	  drei	  (3q)	  in	  fast	  allen	  NSCLCs	  	  in	  variablem	  Ausmaß	  amplifiziert	  ist	  
(Massion	  et	  al.,	  2002;	  Michelland	  et	  al.,	  1999;	  Petersen	  et	  al.,	  1999,	  Tesla	  et	  al.,	  1997).	  Da	  der	  Genlocus	  
des	   SEC62-­‐Gens	   (3q26.2)	   genau	   in	   den	   als	   amplifiziert	   beschriebenen	   Chromosomenabschnitt	   fällt,	  
lässt	   sich	   somit	   auch	   auf	   genetischer	   Ebene	   ein	   Korrelat	   der	   auf	   Proteinebene	   in	   dieser	   Arbeit	  
nachgewiesenen	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Gehaltes	   in	   Lungenkarzinomen	   finden.	   Zudem	   konnten	  
mehrere	   Arbeitsgruppen	   zeigen,	   dass	   die	   3q-­‐Amplifikation	   besonders	   charakteristisch	   für	   die	  
Plattenepithelkarzinome	   der	   Lunge	   zu	   sein	   scheint	   und	   dagegen	   in	   Adenokarzinomen	   deutlich	  
schwächer	   ausgeprägt	   ist	   (Björkqvist	   et	   al.,	   1998;	  Massion	   et	   al.,	   2003;	   Petersen	   et	   al.,	   1997).	   Auch	  
diese	  Ergebnisse	  stützen	  die	  eigenen	  Untersuchungen	  auf	  Proteinebene,	  da	  mit	  den	  genetischen	  Daten	  
übereinstimmend	   eine	   deutlichere	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	   den	   Plattenepithel-­‐
karzinomen	   verglichen	   mit	   den	   Adenokarzinomen	   nachgewiesen	   werden	   konnte	   (vgl.Abb.18,	  
Kap.4.1.4).	  	  	  
Auch	   wenn	   nach	   der	   Identifikation	   dieser	   als	   häufigste	   genomische	   Veränderung	   in	   NSCLCs	  
beschriebenen	  3q-­‐Amplifikation	  eine	  Vielzahl	  von	  potentiellen	  Protoonkogenen	  im	  amplifizierten	  DNA-­‐
Bereich	   identifiziert	   und	   deren	   Expression	   auch	   auf	   mRNA-­‐	   und	   Proteinebene	   untersucht	   wurde	  
(Balsara	   et	   al.,	   1997;	   Kaminski	   und	  Krupsky,	   2004;	   Tonon	  et	   al.,	   2005),	   konnte	   kein	   in	   der	  Mehrzahl	  
aller	  Lungenkarzinome	  amplifiziertes	  und	  signifikant	  mit	  der	  3q-­‐Amplifikation	  korrelierendes	  Gen	  bzw.	  
Genprodukt	   und	   damit	   auch	   kein	   potentieller	   diagnostischer	   Marker	   für	   Lungenkarzinome	   mit	  
ausreichender	   Sensitivität	   und	   Spezifität	   gefunden	  werden.	   Dennoch	   führten	   diese	   Untersuchungen	  
zur	   Identifikation	   einer	  Reihe	   von	  potentiell	   bei	   der	   Karzinogenese	  der	  NSCLCs	  bedeutsamen	  Genen	  
mit	  Genlocus	  im	  3q-­‐Bereich	  wie	  PIK3CA,	  EIF4G,	  EVI1,	  FXR1,	  THPO,	  RAP2B,	  TP73L,	  p110α,	  p63	  und	  SOX2	  
(Bauer	   et	   al.,	   2002;	   Comtesse	   et	   al.,	   2007;	  McCaughan	   et	   al.,	   2010;	  Massion	   et	   al.,	   2003;	  Qian	   und	  
Massion,	   2008;	   Schwendel	   et	   al.,	   1997;	   Yamamoto	   et	   al.,	   2008).	   Eine	   mögliche	   Amplifikation	   des	  
SEC62-­‐Gens	  wurde	  dabei	  von	  keiner	  der	  genannten	  Arbeitsgruppen	  untersucht.	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Bezogen	   auf	   die	   Frage	   nach	   einer	   Einsatzmöglichkeit	   von	   Sec62	   als	   diagnostischen	   Marker	   für	  
Lungenkarzinome	  konnten	  die	  statistischen	  Auswertungen	  der	  Analyse	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  (vgl.	  
Kap.	  4.1.5)	  zeigen,	  dass	  sich	  Sec62	  auf	  Grund	  einer	  hochsignifikant	  erhöhten	  Konzentration	  im	  Tumor-­‐	  
verglichen	   mit	   dem	   Normalgewebe	   (p<0,0002)	   als	   potentieller	   diagnostischer	   Marker	   für	   nicht	  
kleinzellige	   Lungenkarzinome	   im	  Gesamten	   und	   dabei	   insbesondere	   für	   die	   Plattenepithelkarzinome	  
(p<0,0001)	  eignen	  könnte.	  	  
Im	  Hinblick	  auf	  die	  grundsätzliche	  Anwendung	  von	  Proteinen	  als	  Biomarker	  für	  maligne	  Neoplasien	  ist	  
dabei	  in	  Betracht	  zu	  ziehen,	  dass	  Proteine	  wie	  Sec62	  im	  Vergleich	  zu	  den	  ebenfalls	  in	  ihrer	  Bedeutung	  
als	   Tumormarker	   untersuchten	   und	   evaluierten	   Veränderungen	   auf	   DNA-­‐	   und	   mRNA-­‐Ebene	   einige	  
Vorteile	   aufweisen.	   So	   können	   bei	   den	   letztgenannten	   Molekülen	   im	   Gegensatz	   zu	   Proteinen	  
posttranslationale	  Modifikationen	  als	  wesentlicher	  Mechanismus	  der	  Genexpressionsregulation	  nicht	  
berücksichtigt	  werden,	   so	  dass	  diese	  nur	   indirekt	  eine	  Auskunft	  über	  die	   tatsächlich	  auf	  molekularer	  
Ebene	   vorherrschenden	   Veränderungen	   der	   Tumorzellbiologie	   geben	   (Conrad	   et	   al.,	   2007).	   Zudem	  
lassen	  Proteine	  Rückschlüsse	  auf	   in	  den	  neoplastischen	  Zellen	  aktivierte	  Signaltransduktionsprozesse	  
und	  damit	  auch	  die	  Sensitivität	  des	  Tumorgewebes	  gegenüber	  bestimmten	  Chemotherapeutika	  zu.	  So	  
konnten	  Proteomics-­‐Methoden	  wie	  die	  SDS-­‐PAGE,	  2D-­‐Gelelektrophorese,	  DIGE,	  Massenspektrometrie	  
und	   Proteinmikroassays	   vielversprechende	   Ansätze	   zur	   Entwicklung	   diagnostischer	   und	  
therapeutischer	   Verfahren	   liefern.	   Zur	   Früherkennung	   und	   Behandlung	   des	   Ovarial-­‐,	   Pankreas-­‐,	  
Prostata-­‐,	   Ösophagus-­‐,	   Mamma-­‐,	   Leber-­‐	   und	   Rektumkarzinoms	   sind	   Proteinbiomarker	   im	   klinischen	  
Alltag	   bereits	   etabliert	   (Chuthapisith	   et	   al.,	   2007)	   und	   bieten	   auch	   beim	   Lungenkarzinom	  
vielversprechende	  neue	  Ansätze	  (Xiao	  et	  al.,	  2003).	  Daher	  erscheint	  es	  durchaus	  als	  sinnvoll	  mit	  Sec62	  
ein	  Protein	  als	  Biomarker	  für	  die	  Detektion	  von	  Lungenkarzinomen	  zu	  nutzen.	  Um	  nun	  die	  allgemeine	  
Bedeutung	   von	   molekularen	   Marken	   bei	   Neoplasien	   der	   Lunge	   und	   damit	   auch	   eine	   mögliche	  
Anwendung	   von	   Sec62	   als	   diagnostischen	   Marker	   zu	   evaluieren,	   soll	   zunächst	   auf	   bisherige	  
Untersuchungen	   zu	   solchen	  Markern	   und	   deren	   klinische	   Anwendung	   bei	   Lungenkarzinompatienten	  
eingegangen	  werden.	  	  
Einen	   Überblick	   über	   die	   Sensitivität	   der	   Progressionsdetektion	   und	   damit	   auch	   der	   klinischen	  
Anwendbarkeit	   zur	   Therapie-­‐	   und	   Verlaufskontrolle	   der	   in	   den	   letzten	   Jahren	   diskutierten	  
Lungenkarzinommarker	   zeigte	   eine	   prospektive	   Studie	   an	   102	   Lungenkarzinompatienten	   von	  
Schneider	  et	  al.	  aus	  dem	  Jahr	  2003,	  in	  der	  die	  Konzentration	  der	  Marker	  M2-­‐PK,	  CYFRA	  21-­‐1,	  CEA,	  NSE	  
und	   SCC	   im	   Serum	   der	   Patienten	   untersucht	   und	   zu	   verschiedenen	   Zeitpunkten	  mit	   dem	   klinischen	  
Verlauf	   verglichen	  wurde.	  Die	   Sensitivität	  mit	   der	  die	   genannten	  Tumormarker	   eine	  Progression	  der	  
Erkrankung	   detektieren	   konnten	   lag	   bei	   52%	   für	   NSE	   bei	   SCLCs,	   bei	   89%	   für	   CYFRA	   21-­‐1	   bei	  
Adenokarzinomen	   und	   bei	   65%	   für	   SCC	   bei	   Plattenepithelkarzinomen.	   Alle	   anderen	   Kombinationen	  
von	   Tumormarkern	   und	   Lungenkarzinomsubtypen	   zeigten	   eine	   teils	   deutlich	   geringere	   Sensitivität.	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Zwar	   konnte	   durch	   die	   Kombination	   mehrerer	   Marker	   die	   Sensitivität	   bei	   einzelnen	   Subtypen	  
gesteigert	  werden,	  erreichte	  aber	  dennoch	  nicht	  die	  für	  eine	  zuverlässige	  Detektion	  einer	  Progression	  
notwendige	   Sensitivität	   und	   Spezifität.	   Neben	   diesen	   schon	   seit	   längerem	   in	   der	   Literatur	   beschrie-­‐
benen	  und	  immer	  wieder	  diskutierten	  Tumormarkern	  (Blankenburg	  et	  al.,	  2008;	  Kagohashi	  et	  al.,	  2008;	  
Molina	  et	  al.,	  2008;	  Pavicevic	  et	  al.,	  2008;	  Tiseo	  et	  al.,	  2008;	  Nisman	  et	  al.,	  2009;	  Lo	  Russo	  et	  al.,	  2011)	  
wurden	   in	   den	   vergangenen	   Jahren	   zahlreiche	   Untersuchungen	   zu	   neuen	   potentiellen	   Markern	   für	  
Lungenkarzinome	  durchgeführt.	  	  
So	  konnten	  bei	  der	  Untersuchung	  des	  Blutes	  von	  Lungenkarzinompatienten	  sowie	  gesunden	  Patienten	  
signifikante	   Unterschiede	   im	   Serumproteinprofil	   zwischen	   diesen	   beiden	   Gruppen	   nachgewiesen	  
werden	  (Gao	  et	  al.,	  2005).	  Ebenso	  gelang	  es	  mit	  Hilfe	  der	  2D-­‐Gelelektrophorese	  wie	  auch	  der	  SELDI-­‐MS	  
zwischen	   dem	   Serum	   von	   Karzinompatienten	   und	   dem	   von	   gesunden	   Probanden	   zu	   unterscheiden	  
(Okano	   et	   al.,	   2006;	   Zhukov	   et	   al.,	   2003).	   Auch	   konnte	   ein	   unterschiedliches	   Proteinmuster	   als	  
Unterscheidungsmerkmal	   zwischen	   den	   einzelnen	   Subtypen	   der	   Lungenkarzinome	   identifiziert	  
werden,	   wobei	   mit	   einer	   Sicherheit	   von	   98%	   eine	   Differenzierung	   zwischen	   Adenokarzinomen	   und	  
Plattenepithelkarzinomen	  durch	  ein	  „Tissue	  microarray“	  möglich	  war	  (Ullmann	  et	  al.,	  2004).	  Mit	  dem	  
Ziel	   einen	   nicht	   invasiven	   Screening-­‐Test	   für	   Lungenkarzinompatienten	   als	   neue	   diagnostische	  
Methode	   zu	   entwickeln,	   wurde	   zudem	   das	   Proteinmuster	   des	   Kondensats	   der	   Ausatemluft	   von	  
Lungenkarzinompatienten	  mit	  dem	  von	  gesunden	  Patienten	  verglichen.	  Dabei	  konnte	  gezeigt	  werden,	  
dass	  eine	  signifikant	  höhere	  Konzentration	  an	  Endothelin	  1	  und	  Interleukin	  6	  im	  Kondensat	  von	  Tumor-­‐
patienten	   nachweisbar	   war	   verglichen	   mit	   dem	   Kondensat	   gesunder	   Probanden	   (Kharitonov	   und	  
Barnes,	   2001;	   Carpagnano	   et	   al.,	   2002	   und	   2004).	   Jedoch	   erfordern	  methodische	   Probleme	   bei	   der	  
Kondensatgewinnung	   und	   Proteindiagnostik	   weitere	   Untersuchungen,	   bevor	   diese	   Methode	   in	   der	  
klinischen	  Routine	  angewendet	  werden	  kann.	  	  
Obwohl	   also	   wie	   zuvor	   geschildert	   eine	   Vielzahl	   von	   Untersuchungen	   zu	   diagnostischen	   und	  
prognostischen	   Markern	   bei	   Lungenkarzinompatienten	   durchgeführt	   wurde,	   konnte	   sich	   u.a.	   auf	  
Grund	   einer	   zu	   geringen	   Sensitivität	   und	   Spezifität	   keiner	   dieser	   Biomarker	   in	   der	   klinischen	  
Behandlung	   von	   Lungenkarzinompatienten	   etablieren.	   Daher	   wird	   auch	   in	   der	   aktuell	   gültigen	   S3-­‐
Leitlinie	   der	   Deutschen	   Gesellschaft	   für	   Pneumologie	   und	   Beatmungsmedizin	   sowie	   der	   Deutschen	  
Krebsgesellschaft	   zur	   Prävention,	   Diagnostik,	   Therapie	   und	   Nachsorge	   des	   Lungenkarzinoms	   ein	  
Screening	   auf	   das	   Vorliegen	   von	   Lungenkrebs	   bei	   Risikopatienten	   mittels	   Tumormarkern	   nicht	  
empfohlen.	   Zur	   Therapie-­‐	   und	   Verlaufskontrolle	   wird	   dabei	   auf	   den	   Laborparameter	   LDH	   als	   erste	  
Wahl	  noch	  vor	  Lungenkarzinommarkern	  wie	  NSE,	  CYFRA	  21-­‐1,	  CEA	  oder	  SCC	  verwiesen.	  	  
Zusammenfassend	   lassen	   die	   Ausführungen	   zu	   den	   bisherigen	   Untersuchungen	   und	   der	   klinischen	  
Anwendung	  von	  Tumormarkern	  bei	  neoplastischen	  Erkrankungen	  der	  Lunge	  den	  Schluss	  zu,	  dass	  sich	  
wohl	   auch	   Sec62	   nicht	   als	   diagnostischer	   Marker	   für	   Lungenkarzinome	   im	   klinischen	   Alltag	   wird	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etablieren	  können.	  Zum	  einen	  zeigte	  die	  Analyse	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  keine	   relevant	  erhöhten	  
rSec62-­‐Werte	  in	  allen	  untersuchten	  Tumoren,	  was	  die	  Sensitivität	  für	  einen	  Screening-­‐Test	  erniedrigt	  
und	   zum	   anderen	   ist	   die	   Variabiliät	   des	   Sec62-­‐Gehaltes	   im	   gesunden	   wie	   auch	   im	   neoplastischen	  
Lungengewebe	  zu	  hoch,	  um	  sichere	  diagnostische	  Grenzwerte	  festsetzen	  zu	  können.	  Zumindest	  den	  an	  
zweiter	   Stelle	   genannten	   Punkt	   könnte	   man	   dabei	   umgehen,	   indem	   man	   wie	   in	   dieser	   Arbeit	  
beschrieben	  einen	  relativen	  Sec62-­‐Gehalt	  bezogen	  auf	  den	  individuellen	  basalen	  Sec62-­‐Proteingehalt	  
im	  gesunden	  Lungengewebe	  eines	  jeden	  Patienten	  bestimmt.	  Es	  müsste	  also	  zur	  quantitativen	  Analyse	  
des	   relativen	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   sowohl	   eine	   Tumorgewebeprobe	   als	   auch	   eine	   Probe	   gesunden	  
Lungengewebes	   vom	   Patienten	   gewonnen	   werden.	   Da	   Lungentumoren	   in	   den	  meisten	   Fällen	   nicht	  
über	   eine	   Bronchoskopie,	   sondern	   nur	   CT-­‐gesteuert	   perkutan	   oder	   im	   Rahmen	   einer	   Thorakotomie	  
biopsiert	   werden	   können,	   wäre	   zur	   Probengewinnung	   allerdings	   ein	   für	   den	   Patienten	   sehr	  
belastender	  und	   invasiver	  Eingriff	   für	  einen	  solchen	  diagnostischen	  Schritt	  notwendig.	  Letztlich	  muss	  
jedoch	   fast	   jeder	   Lungentumorpatient	   zur	   genauen	   histopathologischen	   Diagnosestellung	   (SCLC	   vs.	  
NSCLC	   vs.	   benigner	   Tumor)	   auf	   Grund	   unterschiedlicher	   Therapieregimes	   je	   nach	   histologischem	  
Befund	   entweder	   biopsiert	   werden	   oder	   es	   erfolgt	   ohne	   die	   genaue	   Diagnose	   der	   pulmonalen	  
Raumforderung	   zu	  kennen	  direkt	  eine	  Operation	  mit	  Entfernung	  des	  Tumors,	   so	  dass	  die	  endgültige	  
Diagnose	  intraoperativ	  durch	  einen	  Schnellschnitt	  gestellt	  wird	  mit	  entsprechenden	  Konsequenzen	  für	  
den	   Operationsmodus	   je	   nach	   pathologischem	   Befund	   der	   entnommenen	   Probe.	   Die	   dabei	  
gewonnenen	  Gewebeproben	  würden	   zwar	   eine	   ausreichende	   Proteinmenge	   zur	   Analyse	   des	   Sec62-­‐
Gehaltes	  bereitstellen,	  jedoch	  würde	  unter	  diesen	  Vorraussetzungen	  eine	  histologische	  Untersuchung	  
des	  Gewebes	  durch	  den	  Pathologen	  zu	  einer	  schnelleren	  und	  zuverlässigeren	  Diagnosestellung	  führen.	  
Dieses	   ganz	   grundsätzliche	   Problem	   der	   molekularen	   Marker	   in	   der	   Medizin	   unabhängig	   von	   der	  
Tumorentität	  hat	   letztlich	  auch	  dazu	  geführt,	  dass	  sich	  zum	  Screening	  wie	  auch	  zur	  Verlaufskontrolle	  
neoplastischer	   Erkrankungen	   ausschließlich	   im	   Blut	   und	   damit	   in	   einem	   für	   den	   Arzt	   leicht	  
zugänglichen	  Gewebe	  nachweisbare	  Marker	  wie	  beispielsweise	  PSA	  beim	  Prostatakarzinom	  oder	  CEA	  
beim	  Kolonkarzinom	  klinisch	  etablieren	  konnten.	  Liegt	  allerdings	  eine	  Gewebeprobe	  vor,	  werden	  auch	  
bei	   anderen	   Tumorentitäten	   durchaus,	   hauptsächlich	   über	   immunhistochemische	   Techniken,	  
bestimmte	   Proteine	   im	   Tumorgewebe	   selbst	   nachgewiesen	   und	   hinsichtlich	   des	   individuellen	  
spezifischen	  Proteingehaltes	  untersucht,	  um	  diagnostische	  wie	  auch	  prognostische	  Aussagen	  treffen	  zu	  
können.	   In	   diesem	   Rahmen	   könnte	   auch	   die	   Analyse	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes,	   sei	   es	  
immunhistochemisch	   oder	   über	   das	   Western-­‐Blot-­‐Verfahren,	   zur	   Diagnosestellung	   wie	   auch	   zur	  
Prognoseeinschätzung	   bei	   Lungenkarzinompatienten	   nützlich	   sein	   und	   bereits	   etablierte	   Methoden	  
sinnvoll	  ergänzen.	  	  	  
Daneben	  muss	  im	  Hinblick	  auf	  die	  Bedeutung	  von	  Sec62	  als	  Tumormarker	  die	  Möglichkeit	  in	  Betracht	  
gezogen	  werden,	  dass	  auf	  Grund	  des	  deutlich	  gesteigerten	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  in	  den	  Tumorzellen	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sowie	  Prozessen	  der	  Apoptose	  und	  Nekrose	  im	  Tumorgewebe	  Sec62	  bzw.	  Sec62-­‐Fragmente	  im	  Serum	  
von	  Lungenkarzinompatienten	  in	  erhöhter	  Konzentration	  vorliegen	  könnten.	  Zudem	  könnten	  auch	  im	  
Rahmen	   einer	   immunologischen	   Reaktion	   des	   Körpers	   gegen	   die	   Tumorzellen	   Sec62-­‐Autoantikörper	  
produziert	   werden.	   Solche	   Sec62-­‐Fragmente	   bzw.	   Sec62-­‐Autoantikörper	   könnten	   dann	   auch	   als	  
Serummarker	   für	   diese	   Tumorentität	   dienen.	   Ob	   Sec62-­‐Fragmente	   oder	   Sec62-­‐Autoantikörper	   im	  
Serum	  von	  NSCLC-­‐Patienten	  tatsächlich	  in	  gesteigerter	  Konzentration	  nachweisbar	  sind,	  wird	  derzeit	  in	  
weiteren	  Untersuchungen	  geprüft.	  
	  
	  
5.1.4	  	  	  	  	  	  	  Sec62	  als	  Marker	  für	  Schilddrüsenkarzinome	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
Wie	   zuvor	   bei	   den	   Lungentumoren	   geschildert	  wird	   auch	   bei	   Neoplasien	   der	   Schilddrüse	   seit	   vielen	  
Jahren	  nach	  ausreichend	  sensitiven	  und	  spezifischen	  Biomarkern	  insbesondere	  für	  die	  Differenzierung	  
zwischen	  benignen	  und	  malignen	  Neoplasien	  gesucht.	  Die	  Ursache	  dieser	  intensiven	  Bemühungen	  liegt	  
in	   der	   Tatsache	   begründet,	   dass	   bei	   einer	   sehr	   hohen	   Inzidenz	   an	   Schilddrüsenkknoten	   in	   der	  
Gesamtbevölkerung	  (5-­‐10%	  palpatorisch,	  30-­‐50%	  sonographisch;	  Netea-­‐Maier	  et	  al.	  2008)	  die	  klinische	  
Untersuchung	   mittels	   Ultraschall	   sowie	   die	   routinemäßig	   bei	   verdächtigen	   Raumforderungen	   der	  
Schilddrüse	   durchgeführte	   Feinnadelbiopsie	   mit	   anschließender	   zyto-­‐	   bzw.	   histopathologischer	  
Untersuchung	  des	  Aspirates	  bzw.	  Biopsates	  nur	  bei	  wenigen	  Patienten	  eine	  eindeutige	  Unterscheidung	  
zwischen	   einer	   benignen	   und	   einer	   malignen	   Läsion	   zulassen.	   Insbesondere	   eine	   Unterscheidung	  
zwischen	   dem	   follikulären	   Adenom,	   dem	   follikulären	   Karzinom	   und	   dem	   Hürthle-­‐Zell-­‐Karzinom	   ist	  
sowohl	   durch	   die	   sonographischen	   als	   auch	  histopathologischen	  Untersuchungsmöglichkeiten	   nur	   in	  
wenigen	  Fällen	  eindeutig	  zu	   treffen	   (Arcinas	  et	  al.,	  2009).	   	  Daher	  werden	   in	  der	  klinischen	  Praxis	  die	  
meisten	   Patienten	   mit	   auch	   nach	   Feinnadelbiopsie	   unklaren	   Raumforderungen	   der	   Schilddrüse	  
chirurgisch	   therapiert.	   In	   bis	   zu	   80%	   zeigt	   sich	   jedoch	   in	   der	   histopathologischen	  Untersuchung	   des	  
Operationspräparates	   eine	   nicht	   maligne	   Läsion	   wie	   beispielsweise	   ein	   follikuläres	   Adenom,	   was	  
bedeutet,	   dass	   diese	   Patienten	   nicht	   gezwungenermaßen	   einer	   operativen	   Therapie	   hätten	  
unterzogen	   werden	   müssen.	   So	   ist	   man	   auf	   Grund	   eingeschränkter	   diagnostischer	   Möglichkeiten	  
gezwungen	  eine	  großen	  Zahl	  von	  Patienten	  ohne	  maligne	  Erkrankung	  dem	  Operationsrisiko	  sowie	  dem	  
Risiko	   postoperativer	   Komplikationen	   wie	   Wundheilungsstörungen,	   einer	   Sepsis	   oder	  
Lungenarterienembolien	  auszusetzen	  (Bartolazzi	  et	  al.,	  2001).	  
Da	  also	  auf	  Grund	  der	  geschilderten	  Problematik	  bei	  der	  Differentialdiagnostik	  thyreoidaler	  Neoplasien	  
ein	  hoher	  Bedarf	  an	  Biomarkern	  zur	  Unterscheidung	  einzelner	  Läsionen	  	  sowie	  zur	  besseren	  Prognose-­‐
einschätzung	  besteht,	  beschäftigten	  sich	  in	  den	  vergangenen	  Jahren	  zahlreiche	  Arbeitsgruppen	  mit	  der	  
Suche	  nach	  solchen	  Markern.	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Bereits	   in	  den	  1970er	  Jahren	  konnte	  Thyreoglobulin	  nach	  rhTSH-­‐Stimulation	  als	  Serummarker	  für	  ein	  
Rezidiv	   oder	   einen	   Residualtumor	   von	   Schilddrüsenkarzinomen	   nach	   operativer	   Therapie	   etabliert	  
werden,	   wird	   jedoch	   nur	   selten	   zum	   Screening	   bei	   Verdacht	   auf	   erstmals	   aufgetretene	   Tumoren	  
angewendet	   (Spencer	   et	   al.,	   1999),	   da	   dieser	   Tumormarker	   nicht	   spezifisch	   zwischen	   benignen	   und	  
malignen	   Tumoren	   unterscheiden	   und	   interindividuell	   eine	   deutlich	   unterschiedliche	   basale	  
Serumkonzentration	   aufweisen	   kann.	   Auch	   beim	  medullären	   Schilddrüsenkarzinom	   existiert	   ein	   seit	  
vielen	   Jahren	   klinisch	   etablierter,	   hochsensitiver	   und	   spezifischer	   Marker	   in	   Form	   des	   von	   den	  
Tumorzellen	  produzierten	  Calcitonin	  nach	  Pentagastrin-­‐Stimulation	   (Giuffrida	  und	  Gharib,	  1998),	  der	  
im	  Gegensatz	  zu	  Thyreoglobulin	  auch	  zur	  Primärdiagnostik	  und	  damit	  zum	  Screening	  genutzt	  werden	  
kann.	  	  
Darüber	   hinaus	  wurde	   eine	   ganze	  Reihe	  potentiell	   bei	   der	  Diagnosestellung	  nützlicher,	   klinisch	   aber	  
noch	   nicht	   regelhaft	   eingesetzter	   Biomarker	   identifiziert.	   So	   konnte	   gezeigt	  werden,	   dass	  Galectin-­‐3	  
(GAL-­‐3)	   als	   spezifischer	   immunhistochemischer	   Marker	   für	   papilläre	   und	   follikuläre	   Schilddrüsen-­‐
karzinome	  genutzt	  werden	  kann	   (Bartolazzi	  et	  al.,	  2001).	  Allerdings	   fand	  sich	  auch	  bei	  Patienten	  mit	  
einer	   Hashimotothyreoiditis	   ein	   erhöhter	   GAL-­‐3-­‐Proteingehalt	   im	   befallenen	   Schilddrüsengewebe	  
(Niedziela	   et	   al.,	   2002),	   was	   die	   Spezifität	   dieses	   Proteins	   als	   Malignommarker	   einschränkt.	   Des	  
weiteren	   konnte	   in	   papillären	   und	   anaplastischen	   Schilddrüsenkarzinomen	   eine	   erhöhte	   oncofetal-­‐
fibronectin-­‐mRNA-­‐Konzentration	   verglichen	   mit	   gesundem	   Schilddrüsengewebe	   gefunden	   werden	  
(Higashiyama	   et	   al.,	   1999),	   wobei	   auch	   hier	   durch	   andere	   Arbeitsgruppen	   eine	   vergleichbar	   hohe	  
Konzentration	  in	  benignen	  Schilddrüsenadenomen	  nachgewiesen	  werden	  konnte	  (Gianni	  et	  al.,	  2003).	  
Zudem	  zeigten	  Schilddrüsenkarzinome	  einen	  erhöhten	  CD44-­‐mRNA-­‐Gehalt	  bei	  der	  Untersuchung	  von	  
Gewebeproben	  mittels	  RT-­‐PCR,	  wobei	  jedoch	  nur	  durch	  eine	  zusätzliche	  Detektion	  der	  in	  den	  meisten	  
Fällen	   ebenfalls	   gesteigerten	   HTERT-­‐mRNA-­‐Konzentration	   eine	   hohe	   Sensitivität	   für	   das	   sichere	  
Diagnostizieren	   maligner	   Neoplasien	   erreicht	   werden	   konnte	   (Aogi	   et	   al.,	   1999).	   Darüber	   hinaus	  
konnte	  das	  high	  mobility	  group	  1	  protein	  (HMG-­‐1)	  in	  Untersuchungen	  von	  Gewebeproben	  durch	  eine	  
Kombination	   immunhistochemischer	   Techniken	   mit	   der	   RT-­‐PCR	   als	   potentieller	   Marker	   für	  
Schilddrüsenkarzinome	  identifiziert	  werden,	  allerdings	  steht	  eine	  weitergehende	  Evaluation	  noch	  aus	  
(Chiappetta	   et	   al.,	   1998).	   	   Auch	   wurde	   eine	   Aktivierung	   des	   RET-­‐Gens	   durch	   genetisches	  
Rearrangement	   in	   papillären	   Schilddrüsenkarzinomen	   nachgewiesen.	   Durch	   dieses	   Rearrangement	  
fusioniert	  die	  Kinasedomäne	  des	  RET-­‐Protoonkogens	  mit	  der	  5’-­‐Domäne	  verschiedener	  anderer	  Gene	  
(Grieco	  et	  al.,	  1990)	  mit	  der	  Folge	  einer	  deutlichen	  Aktivitätssteigerung	  des	  RET-­‐Genproduktes.	  Jedoch	  
konnten	   auch	   in	   benignen	   Schilddrüsentumoren	   ähnliche	   Fusionsgene	   mit	   Beteiligung	   des	   RET-­‐
Protoonkogens	  gefunden	  werden	  (Elisei	  et	  al.,	  2001).	  
Darüber	   hinaus	   wurden	   Unterschiede	   im	   Gesamtgehalt	   sowie	   der	   Zusammensetzung	   von	  
Glykoproteinen	  beim	  Vergleich	   veschiedener	  Tumorentitäten	  der	   Schilddrüse	   identifiziert,	   indem	  die	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Kohlenhydratanteile	  der	  Proteine	  mit	  Periodat	  oxidiert,	  anschließend	  über	  kovalente	  Kopplung	  an	  eine	  
Hydrazinmatrix	   isoliert	   und	   durch	   nachfolgende	   „2D	   liquid	   chromatomography-­‐tandem	   MS“	   in	  
Kombination	   mit	   einer	   Gasphase-­‐Fraktionierung	   identifiziert	   wurden.	   So	   konnten	   die	   Glykoproteine	  
CD147,	  MMP-­‐2,	  CD44,	  LGALS3,	  TIMP1,	  CD59	  und	  CD73	  als	  potentielle	  Marker	  für	  maligne	  Neoplasien	  
der	   Schilddrüse,	   wenn	   auch	   alle	   im	   nicht	   signifikanten	   Bereich	   identifiziert	   werden	   (Arcinas	   et	   al.,	  
2009).	   Neben	   den	   bereits	   genannten	   konnte	   eine	   große	   Zahl	   weiterer	   potentieller	   Schilddrüsen-­‐
karzinommarker	   wie	   beispielsweise	   Thyreoperoxidase	   (TPO),	   RET/PTC1	   oder	   die	   blood-­‐borne	  
Cytokeratin20-­‐mRNA	   in	   den	   vergangenen	   Jahren	   identifiziert	   und	   ihre	   Bedeutung	   als	   Tumormarker	  
evaluiert	  werden	  (Weber	  at	  al.,	  2000).	  	  
Zusammenfassend	   lässt	   sich	   jedoch	   sagen,	   dass	   heute	   nur	   das	   rhTSH-­‐stimulierte	   Thyreoglobulin	   bei	  
papillären,	   follikulären	   und	   anaplastischen	   sowie	   das	   Pentagastrin-­‐stimulierte	   Calcitonin	   bei	  
medullären	   Schilddrüsenkarzinomen	   in	   der	   klinischen	   Praxis	   als	   diagnostische	  Marker	   etabliert	   sind	  
und	   in	   großer	   Breite	   genutzt	   werden.	   Es	   konnte	   dabei	   trotz	   intensiver	   Bemühungen	   noch	   kein	  
Biomarker	  identifiziert	  werden,	  der	  zuverlässig	  zwischen	  benignen	  und	  malignen	  Schilddrüsentumoren	  
unterscheiden	   kann.	   Der	   Sec62-­‐Proteingehalt	   in	   Schilddrüsenkarzinomen	   wurde	   bisher	   von	   keiner	  
Arbeitsgruppe	   untersucht.	   Ob	   sich	   Sec62	   als	   potentieller	   diagnostischer	   und	   auch	   prognostischer	  
Marker	  wie	  zuvor	  bei	  den	  Lungenkarzinomen	  geschildert	  eignen	  könnte,	  kann	  nur	  durch	  die	  Analyse	  
des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	   einer	   großen	   Serie	   von	   Gewebeproben	   gesunden	   und	   neoplastischen	  
Schilddrüsengewebes	   wie	   in	   dieser	   Arbeit	   für	   Lungenkarzinome	   beschrieben	   sicher	   beantwortet	  
werden.	   Erste	   Hinweise	   auf	   eine	   mögliche	   Anwendbarkeit	   von	   Sec62	   als	   diagnostischer	  Marker	   für	  
Schilddrüsenkarzinome	   lieferte	   ein	   von	   unserer	   Arbeitsgruppe	   durchgeführtes	   „Multi-­‐tissue-­‐tumor-­‐
array“,	   in	   dem	   2071	   Gewebeproben	   des	   pathologischen	   Instituts	   der	   Universität	   Basel	   mittels	  
immunhistochemischer	   Techniken	   hinsichtlich	   eines	   gesteigerten	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	  
Tumorgewebe	   verglichen	   mit	   gesundem	   Gewebe	   der	   entsprechenden	   Organe	   untersucht	   wurden	  
(Greiner	   et	   al.,	   2010).	   Dabei	   zeigten	   92%	   aller	   Schilddrüsenkarzinome	   einen	   positiven	   Befund	   nach	  
immunhistochemischer	   Färbung	   mit	   Sec62-­‐Antikörpern,	   hingegen	   keine	   der	   gesunden	  
Schilddrüsengewebeproben.	   Statistisch	   signifikante	   Aussagen	   zur	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐
Proteingehaltes	  in	  Schilddrüsenkarzinomen	  konnten	  allerdings	  auf	  Grund	  der	  fehlenden	  Untersuchung	  
von	  nicht	  neoplastischem	  Gewebe	  der	  jeweiligen	  Tumorpatienten	  als	  Referenz	  sowie	  der	  Problematik	  
einer	   objektiven	   quantitativen	   Auswertung	   der	   immunhistochemischen	   Präparate	   nicht	   gemacht	  
werden	   und	   verdeutlichen	   die	   Notwendigkeit	   weiterführender	   Untersuchungen	   mit	   größeren	  
Probenzahlen.	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5.1.5	   Wahl	  des	  Kontrollproteins	  	  
	  
Als	  Kontrollproteine	  für	  die	  Analyse	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  in	  Gewebeproben	  und	  die	  funktionellen	  
Untersuchungen	   in	  Form	  von	  Zellkulturversuchen	  wurden	  die	   seit	   langem	   in	  der	  biochemischen	  und	  
molekularbiologischen	   Forschung	   in	   dieser	   Funktion	   etablierten	   Proteine	   Glyceraldehyd-­‐3-­‐phosphat-­‐
dehydrogenase	  (GAPDH)	  und	  β-­‐Aktin	  eingesetzt	  (Jiang	  et	  al.,	  2009;	  Frota	  et	  al.,	  2011;	  Yu	  et	  al,	  2011).	  
Dabei	   diente	   für	   die	   Zellkulturversuche	   GAPDH	   als	   Kontrollprotein	   wohingegen	   für	   die	   Analyse	   des	  
Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	   Gewebeproben	   β-­‐Aktin	   als	   Referenzprotein	   ausgewählt	   wurde,	   da	   in	   der	  
Literatur	   vereinzelt	   eine	   Steigerung	   des	   GAPDH-­‐Proteingehaltes	   in	   Lungenkarzinomen	   beschrieben	  
wurde	  (Gámez-­‐Pozo	  et	  al.,	  2009).	  Sollte	  dies	  der	  Fall	  sein	  würde	  dadurch	  dennoch	  die	  Aussagekraft	  der	  
Zellkulturversuche	   nicht	   beeinflusst	   werden,	   da	   nur	   einzelne	   Zelllinien	   in	   kinetischen	   Versuchen	  
hinsichtlich	   Veränderungen	   des	   Proteingehaltes	   unter	   verschiedenen	   Bedingungen	   und	   zu	  
unterschiedlichen	  Zeitpunkten,	  nicht	  aber	  die	  Zelllinien	  untereinander	  verglichen	  wurden.	  	  
Daneben	   muss	   bei	   der	   Analyse	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   im	   Tumorgewebe	   auch	   die	   Möglichkeit	  
berücksichtigt	  werden,	  dass	  die	  Tumorzellen	  möglicherweise	  nicht	  spezifisch	  den	  Sec62-­‐Proteingehalt,	  
sondern	   die	   Konzentration	   aller	   ER-­‐Proteine	   steigern,	   um	   einen	   effizienten	   Proteinsyntheseapparat	  
aufzubauen,	   auf	   den	   sich	   schnell	   teilende	   Tumorzellen	   angewiesen	   sind.	   Um	   diese	   alternative	  
Erklärung	   für	   einen	   gesteigerten	   Sec62-­‐Proteingehalt	   in	   Tumorzellen	   auszuschließen,	   wurden	   acht	  
Tumorproben	   sowie	   die	   entsprechenden	   Proben	   gesunden	   Lungengewebes	   erneut	   auf	   den	   Sec62-­‐
Gehalt	  hin	  mit	  dem	  ER-­‐Transmembranprotein	  Sec61α	  statt	  des	  zytosolischen	  Strukturproteins	  β-­‐Aktin	  
als	  Referenzprotein	  untersucht	  (vgl.	  Abb.13,	  Kap.	  4.1.2).	  Zusammenfassend	  konnten	  die	  geschilderten	  
Versuche	   zeigen,	   dass	   in	   den	   untersuchten	   Tumorproben	   eine	   spezifische	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐
Proteingehaltes	   und	   nicht	   eine	   gesteigerte	   Konzentration	   aller	   ER-­‐Proteine	   in	   gleichem	   Maße	  
(ausgenommen	  UPR-­‐regulierte	  Proteine	  wie	  BiP)	  zu	  finden	  ist,	  da	  die	  rSec62-­‐Werte	  keine	  wesentliche	  
Veränderungen	  bei	  Vergleichd	  der	  getesteten	  Kontrollproteine	  zeigten	  und	  kein	  gesteigerter	  Sec61α-­‐
Proteingehalt	   im	   Tumorgewebe	   verglichen	   mit	   dem	   gesunden	   Lungengewebe	   derselben	   Patienten	  
nachgewiesen	  werden	  konnte.	  Damit	  ist	  es	  auch	  wahrscheinlich,	  dass	  die	  Tumorzellen	  auf	  eine	  andere	  
Weise	   als	   nur	   über	   die	   Steigerung	   der	   Proteintranslokationsrate	   am	   ER	   und	   damit	   der	   gesamten	  
Proteinsyntheserate	  von	  einem	  erhöhten	  Sec62-­‐Proteingehalt	  profitieren	  können.	  
	  
	  
5.1.6	   Korrelation	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  mit	  klinischen	  und	  pathologischen	  Daten	  
	  
Durch	  den	  Vergleich	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  in	  den	  untersuchten	  Gewebeproben	  mit	  klinischen	  und	  
pathologischen	  Daten	  der	  entsprechenden	  Patienten	  konnte	  gezeigt	  werden,	  dass	  hohe	  rSec62-­‐Werte	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signifikant	   mit	   dem	   Auftreten	   von	   Lymphknotenmetastasen	   („N-­‐Staging“	   in	   der	   TNM-­‐Klassifikation,	  
p<0,05	  für	  alle	  Lungentumoren,	  p<0,005	  für	  Plattenepithelkarzinome)	  und	  mit	  einer	  Dedifferenzierung	  
der	   Tumorzellen	   („G3-­‐Grading“	   in	   der	   TNM-­‐Klassifikation,	   p<0,005	   für	   alle	   Lungentumoren,	   p<0,001	  
für	   Plattenepithelkarzinome)	   korrelierten.	   Eine	   zusammenfassende	   Darstellung	   der	   Korrelations-­‐
analysen	   zeigen	   die	   Abbildungen	   19	   und	   20	   in	   Kapitel	   4.1.5.	   Diese	   Daten	   konnten	   inhaltlich	   die	  
funktionellen	   Untersuchungen	   zum	   Migrations-­‐	   und	   Proliferationsverhalten	   von	   Lungenkarzinom-­‐
zellen	   bestätigen,	   in	   denen	   gezeigt	   wurde,	   dass	   Sec62	   essentiell	   ist	   für	   die	   Fähigkeit	   der	   Zelle	   zu	  
migrieren	   und	   damit	   auch	   um	   sich	   von	   einem	   Primärtumor	   ausgehend	   über	   das	   Blut-­‐	   und	  
Lymphgefäßsystem	   auszubreiten	   und	   Metastasen	   zu	   bilden.	   So	   zeigten	   auch	   die	   untersuchten	  
Lungentumoren	  mit	  einer	  deutlichen	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	   im	  Vergleich	  zu	  Tumoren	  
mit	  einer	  geringeren	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  häufiger	  eine	  Lymphknotenmetastasierung	  
und	  waren	  häufiger	  einem	  geringen	  Differenzierungsgrad	  (G3)	  zuzuordnen,	  also	  einem	  Tumortyp,	  der	  
früh	   metastasiert	   sowie	   aggressiv	   wächst	   und	   damit	   auch	   mit	   einer	   schlechten	   Prognose	   für	   die	  
Patienten	  einhergeht.	  Warum	  eine	  signifikante	  Korrelation	  zwischen	  dem	  Sec62-­‐Gehalt	  auf	  der	  einen	  
und	   dem	   Metastasierungsverhalten	   sowie	   dem	   „Grading“	   auf	   der	   anderen	   Seite	   nur	   bei	  
Plattenepithelkarzinomen,	  nicht	  aber	  bei	  Adenokarzinomen	  nachgewiesen	  werden	  konnte,	  kann	  nicht	  
eindeutig	  beantwortet	  werden.	  Es	  konnte	  bereits	  durch	  mehrere	  Arbeitsgruppen	  gezeigt	  werden,	  dass	  
die	  genannten	  Tumortypen	  sowohl	  was	  den	  Gehalt	  an	  genetischem	  Material	  (Massion	  et	  al.,	  2003)	  als	  
auch	  was	  das	  Proteom	  betrifft	   (Gámez-­‐Pozo	  et	   al.,	   2009)	  deutliche	  Unterschiede	  aufweisen,	   so	  dass	  
davon	   ausgegangen	   werden	   kann,	   dass	   sich	   auch	   die	   molekularen	   Prozesse	   der	   Tumorentstehung,	  
Zelldifferenzierung	  und	  Transkriptionsregulation	  bei	  Plattenepithel-­‐	  und	  Adenokarzinomen	  durch	  eine	  
gewisse	  Heterogenität	  kennzeichnen.	  Daher	  ist	  es	  durchaus	  denkbar,	  dass	  Sec62,	  auch	  angesichts	  der	  
Tatsache	   eines	   höheren	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	   Plattenepithelkarzinomen	   verglichen	   mit	  
Adenokarzinomen	  (vgl.	  Abb.18,	  Kap.4.1.4)	  für	  den	  erstgenannten	  Tumortyp	  einen	  bedeutsamen	  Faktor	  
für	  die	  Fähigkeit	  zur	  Zellmigration	  und	  zum	  invasiven	  Wachstum	  darstellt.	  Bei	  den	  Adenokarzinomen	  
scheint	  Sec62	  von	  geringerer	  Bedeutung	  für	  die	  zuvor	  genannten	  Prozesse	  zu	  sein.	  
Da	   wie	   bereits	   geschildert	   neben	   der	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   im	   Allgemeinen	   ein	  
signifikant	  höherer	  Sec62-­‐Gehalt	  in	  Plattenepithelkarzinomen	  mit	  Lymphknotenmetastasen	  verglichen	  
mit	   nicht	  metastasierten	   Tumoren	   sowie	   in	   den	   hochmalignen	   gering	   differenzierten	   verglichen	  mit	  
den	   im	   Allgemeinen	   weniger	   aggressiv	   wachsenden	   mäßiggradig	   differenzierten	   Tumoren	  
nachgewiesen	   werden	   konnte	   (vgl.	   Abb.19/20,	   Kap.	   4.1.5),	   scheint	   ein	   hoher	   Sec62-­‐Gehalt	  
Kennzeichen	   besonders	   maligner,	   schnell	   metastasierender	   Karzinome	   zu	   sein	   und	   damit	   auch	   mit	  
einer	   schlechteren	   Prognose	   für	   die	   Patienten	   einherzugehen.	   Zwar	   konnte	   keine	   signifikante	  
Korrelation	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   mit	   der	   prognoseorientierten	   klinischen	   Stadieneinteilung	  
(gemäß	  UICC),	  die	  auf	  dem	  TNM-­‐System	  basiert,	  nachgewiesen	  werden,	  allerdings	  sprechen	  die	  zuvor	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geschilderten	   Korrelationen	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   mit	   dem	   Lymphknotenbefall	   und	   der	  
Dedifferenzierung	  der	  Tumorzellen	  	  für	  eine	  Bedeutung	  von	  Sec62	  als	  prognostischen	  Marker	  für	  diese	  
Tumorentität.	   Die	   Ursache	   für	   eine	   fehlende	   Korrelation	   des	   Sec62-­‐Gehaltes	   mit	   der	   klinischen	  
Stadieneinteilung	   liegt	   möglicherweise	   in	   einer	   zu	   geringen	   Fallzahl	   begründet,	   da	   auf	   Grund	   der	  
insgesamt	   vier	   klinischen	   Stadien	   verhältnismäßig	   kleine	   Subpopulationen	   zur	   Korrelationsanalyse	  
gebildet	   werden	   mussten.	   Zudem	   zeigte	   sich	   in	   den	   statistischen	   Analysen	   eine	   wenn	   auch	   nicht	  
signifikante,	   so	   dennoch	   eindeutig	   nachweisbare	   Tendenz	   hin	   zu	   einem	   höheren	   Sec62-­‐Gehalt	   in	  
fortgeschrittenen	   Erkrankungsstadien	   und	   einem	   nur	   gering	   gesteigerten	   Sec62-­‐Gehalt	   in	   frühen	  
Stadien	  (Daten	  nicht	  gezeigt).	  Ob	  der	  Sec62-­‐Proteingehalt	  tatsächlich	  mit	  der	  Prognose	  der	  Patienten	  
korreliert	   muss	   noch	   durch	   die	   proteinbiochemische	   Analyse	   weiterer	   Gewebeproben	   sowie	   das	  
Nachbeobachten	   der	   in	   diese	   Arbeit	   eingeschlossenen	   Patienten	   näher	   untersucht	   werden.	   Jedoch	  
lassen	  auch	  Untersuchungen	  zur	  Rolle	  von	  Sec62	  in	  der	  Tumorzellbiologie	  des	  Prostatakarzinoms	  den	  
Schluss	   zu,	  dass	  der	   Sec62-­‐Gehalt	   im	  Tumorgewebe	  Hinweise	  auf	  die	  Prognose	  der	  Patienten	  geben	  
kann.	   So	   wurde	   gezeigt,	   dass	   Prostatakarzinome	   mit	   einem	   hohen	   Gleason-­‐Score	   und	   damit	   einer	  
vergleichsweise	   schlechten	   Prognose	   einen	   höheren	   Sec62-­‐Gehalt	   aufweisen	   als	   Prostatakarzinome	  
mit	   einem	  niedrigen	  Gleason-­‐Score	   und	   damit	   einer	   vergleichsweise	   guten	   Prognose	   (Greiner	   et	   al.,	  
2010).	  	  	  
Im	  Allgemeinen	  konnten	  dabei	  bisher	  nur	  wenige	  prognostische	  Marker	  bei	  Lungenkarzinompatienten	  
identifiziert	   werden.	   Als	   ein	   solcher	   prognostischer	   Marker	   wurde	   beispielsweise	   p63	   beschrieben.	  
Obwohl	   dieses	   Protein	   einen	   zunehmend	   höheren	   Gehalt	   bei	   der	   Entwicklung	   von	   „low-­‐grade“	   zu	  
„high-­‐grade“	  Neoplasien	  zeigt,	  geht	  eine	  ausgeprägte	  p63-­‐Genamplifikation	  sowie	  eine	  hohe	  Intensität	  
in	  der	  immunhistochemischen	  Färbung	  mit	  einer	  besseren	  Prognose	  der	  Patienten	  einher	  (Massion	  et	  
al.,	  2002).	  Weiterhin	  konnte	   für	  CEA	   (Carcinoembryonales	  Antigen)	  nachgewiesen	  werden,	  dass	  eine	  
zunehmende	  Serumkonzentration	  	  im	  progredienten	  Verlauf	  der	  Tumorerkrankung	  zu	  beobachten	  ist,	  
so	  dass	  auch	  CEA	  die	  Rolle	  eines	  prognostischen	  Markers	   zukommt.	  Der	  CEA-­‐Level	   zeigte	  dabei	  eine	  
Korrelation	  mit	  der	  Prognose	  der	  Patienten	  nach	  einer	  operativen	  Therapie	  des	  Lungenkarzinoms	  und	  
mit	   dem	   Lymphknotenbefall	   (Kawachi	   et	   al.,	   2009).	   Desweiteren	   wurde	   in	   einer	   großen,	  
multizentrischen	   Studie	   die	   prognostische	   Relevanz	   verschiedener	   Genexpressionsmuster	   in	  
Adenokarzinomen	   der	   Lunge	   untersucht.	   Dazu	  wurden	   acht	   verschiedene	  Gruppen	  mit	   jeweils	   über	  
100	   in	   Bezug	   auf	   ihre	   Funktion	   verwandten	   Genen	   gebildet,	   deren	   Gesamtexpression	   mit	   dem	  
Überleben	   der	   Patienten	   verglichen	   wurde	   (Shedden	   et	   al.,	   2008).	   Es	   zeigte	   sich,	   dass	   nur	   die	  
Expressionanalyse	  einer	  der	  betrachteten	  Gruppen	  von	  Genen	  ergänzend	  zu	  den	  klinischen	  Befunden	  
eine	   bessere	   Prognoseeinschätzung	   erlaubte.	   Diese	   Gruppe	   schloss	   u.a.	   die	   für	   CCNA2,	   BKA1B,	  
Topoisomerasen,	  CHEK1,	  Spindelpolproteine,	  TTF1,	  SFTPB,	  GPR116	  und	  MBIP	  kodierenden	  Gene	  ein,	  
die	   sich	   also	   durch	   eine	   gewisse	   prognostische	   Relevanz	   bei	   Lungenkarzinomen	   kennzeichnen.	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Allerdings	   konnte	   keine	   der	   untersuchten	   Gruppen	   von	   Genen	   ohne	   klinische	   Daten	   eine	   korrekte	  
Prognoseeinschätzung	  liefern.	  Diese	  Studie	  legt	  also	  die	  Schlussfolgerung	  nahe,	  dass	  die	  Informationen	  
über	   das	   „outcome“	   von	   Patienten	   mit	   Lungenkarzinomen	   nicht	   in	   einigen	   wenigen	   Genen	  
konzentriert	   sind,	   sondern	   eine	   genaue	   prognostische	   Aussage	   nur	   durch	   die	   kombinierte	  
Expressionsanalyse	  einer	  Vielzahl	  von	  Genen	  möglich	  ist.	  	  
Zusammenfassend	  ist	  die	  Rolle	  von	  Sec62	  als	  potentieller	  prognostischer	  Marker	  im	  Sinne	  der	  Aussage	  
der	  zuletzt	  genannten	  Studie	  zu	   interpretieren.	  Zwar	  zeigte	  der	  Sec62-­‐Proteingehalt	  eine	  signifikante	  
Korrelation	  mit	  dem	  Lymphknotenbefall	  sowie	  der	  Dedifferenzierung	  der	  Tumorzellen	  und	  eine	  -­‐	  wenn	  
auch	   nicht	   signifikante	   -­‐	   Tendenz	   zu	   einem	   höheren	   Sec62-­‐Gehalt	   in	   fortgeschrittenen	   klinischen	  
Erkrankungsstadien,	   jedoch	   ist	   es	   eher	   unwahrscheinlich,	   dass	   alleine	   die	   Analyse	   des	   Sec62-­‐
Proteingehaltes	   eine	   genaue	   Aussage	   über	   die	   Prognose	   der	   Patienten	   erlaubt.	   Allerdings	   kann	   der	  
Sec62-­‐Gehalt	   der	   Tumorzellen	   zumindest	   eine	   Tendenz	   hin	   zu	   einer	   eher	   besseren	   oder	   eher	  
schlechteren	   Prognose	   im	   Gesamtkollektiv	   der	   Lungenkarzinompatienten	   aufzeigen	   und	   bei	   einer	  
Kombination	   mit	   der	   Untersuchung	   anderer	   prognoserelevanter	   Gene	   bzw.	   Proteine	   auch	   zu	   einer	  
präzisen	  prognostischen	  Aussage	  für	  den	  einzelnen	  Patienten	  beitragen.	  	  	  
	  
	  
5.1.7	   Untersuchung	  der	  Genkopienzahl	  in	  Gewebeproben	  
	  
Durch	   die	   Analyse	   der	   Kopienzahl	   des	   SEC62-­‐,	   PIK3CA-­‐	  und	  TOP2B-­‐Gens	  mittels	   real-­‐time	   PCR	   in	   20	  
Gewebeproben	  von	  10	  Lungenkarzinompatienten	  konnte	  gezeigt	  werden,	  dass	  in	  den	  5	  untersuchten	  
Lungentumoren	   mit	   relevant	   gesteigertem	   Sec62-­‐Proteingehalt	   auch	   eine	   Amplifikation	   des	   SEC62-­‐
Gens	   vorliegt,	   jedoch	   in	   keinem	   der	   5	   untersuchten	   Lungentumoren	   ohne	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐
Proteingehaltes.	   In	  3	  der	  5	  Tumoren	  mit	  erhöhtem	  Sec62-­‐Proteingehalt	  wurde	  eine	  relevante	   jedoch	  
im	  Vergleich	  mit	   dem	  SEC62-­‐Gen	   schwächere	  Amplifikation	  des	  PIK3CA-­‐Gens,	   in	   lediglich	   einem	  Fall	  
eine	  Amplifikation	  des	  TOP2B-­‐Gens	  nachgewiesen.	  	  
Die	  zuvor	  beschriebenen	  Untersuchungen	  wurden	  durchgeführt,	  um	  einen	  möglichen	  Zusammenhang	  
zwischen	   der	   wiederholt	   in	   der	   Literatur	   als	   häufigste	   genomische	   Alteration	   in	   nicht	   kleinzelligen	  
Lungentumoren	   beschriebenen	   3q-­‐Amplifikation	   (Massion	   et	   al.,	   2002;	   Michelland	   et	   al.,	   1999;	  
Petersen	  et	  al.,	  1999,	  Tesla	  et	  al.,	  1997)	  und	  dem	  in	  dieser	  Arbeit	  beschriebenen	  deutlich	  gesteigerten	  
Sec62-­‐Proteingehalt	   in	   dieser	   Tumorentität	   zu	   untersuchen.	   Ein	   solcher	   Zusammenhang	  erschien	   als	  
möglich,	   da	   zum	   einen	   der	   Genlocus	   von	   SEC62	   (3q26.2)	   in	   den	   als	   amplifiziert	   beschriebenen	   3q-­‐
Bereich	   fällt	   und	   zum	   anderen,	   da	   wie	   auch	   in	   der	   Literatur	   für	   die	   3q-­‐Amplifikation	   beschrieben	  
(Björkqvist	   et	   al.,	   1998;	  Massion	  et	   al.,	   2003;	   Petersen	  et	   al.,	   1997)	   in	   dieser	  Arbeit	   ein	   gesteigerter	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Sec62-­‐Proteingehalt	  als	  ein	  Charakteristikum	   insbesondere	  der	  Plattenepithelkarzinome	  und	  weniger	  
der	  Adenokarzinome	  nachgewiesen	  werden	  konnte	  (vgl.	  Kap.	  4.1.4).	  	  
In	   den	   letzten	   Jahren	  wurden	  bereits	   einige	   potentielle	   Protoonkogene	   im	   amplifizierten	   3q-­‐Bereich	  
beschrieben	  (Balsara	  et	  al.,	  1997;	  Kaminski	  und	  Krupsky,	  2004;	  Tonon	  et	  al.,	  2005),	   jedoch	  konnte	   in	  
keinem	   Fall	   eine	   signifikante	   Korrelation	   der	   Genkopienzahl	  mit	   der	   3q-­‐Amplifikation	   nachgewiesen	  
werden.	  Vor	  diesem	  Hintergrund	  stellt	  SEC62	  basierend	  auf	  den	  zuvor	  beschriebenen	  Untersuchungen	  
ein	   vielversprechendes,	   potentielles	  Onkogen	   im	   3q-­‐Bereich	   dar,	   dass	   unter	   Berücksichtigung	   der	   in	  
den	   Zellkulturversuchen	   nachgewiesenen	   Funktionen	   in	   der	   Tumorzellbiologie	   (vgl.	   Kap.4.2)	   eine	  
Verbindung	   zwischen	   der	   3q-­‐Amplifikation	   und	   der	  molekularen	   Karzinogenese	   von	   Lungentumoren	  
aufzeigen	   kann.	   Das	   PIK3CA-­‐Gen,	   dass	   vereinzelt	   in	   der	   Literatur	   als	   „Schlüsselonkogen“	   der	  
amplifizierten	   3q-­‐Region	   propagiert	   wurde,	   zeigte	   jedoch	   in	   eben	   jenen	   Studien	   keine	   deutliche	  
Korrelation	  mit	   der	   genomischen	  Veränderung,	   so	   dass	   dieses	  Gen	   zwar	   auch	   in	   seiner	   Funktion	   als	  
Protoonkogen	   in	   der	   Karzinogenese	   des	   nicht	   kleinzelligen	   Lungenkarzinoms	   von	   Bedeutung	   zu	   sein	  
jedoch	  basierend	  auf	  den	   in	  dieser	  Arbeit	  beschriebenen	  Untersuchungen	  nicht	   in	  dem	  Ausmaß	  wie	  
SEC62	   in	   seiner	   amplifizierten	   Form	   die	   Tumorentstehung	   und	   Tumorzellbiologie	   zu	   beeinflussen	  
scheint.	   Da	   für	   das	   in	   der	   3p-­‐Region	   lokalisierte	   TOP2B-­‐Gen	   nur	   in	   einem	   Fall	   eine	   relevante	  
Amplifikation	   nachgewiesen	  werden	   konnte,	   erscheint	   eine	   selektive	   Amplifikation	   des	   langen	   Arms	  
von	  Chromosom	  3	  in	  den	  untersuchten	  Tumoren	  als	  wahrscheinlich.	  
Zusammenfassend	   konnte	   durch	   die	   Analyse	   der	   Genkopienzahl	   in	   20	   Gewebeproben	   von	   10	  
Lungenkarzinompatienten	  mittels	  real-­‐time	  PCR	  gezeigt	  werden,	  dass	  in	  allen	  untersuchten	  Fällen	  mit	  
der	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   auch	   eine	   Amplifikation	   des	   SEC62-­‐Gens	   einherging	   und	  
daher	   dem	   SEC62-­‐Gen	   unter	   Berücksichtigung	   der	   in	   der	   Literatur	   beschriebenen	   genomischen	  
Veränderungen	   in	   nicht	   kleinzelligen	   Lungentumoren	   und	   der	   zuvor	   beschriebenen	   funktionellen	  
Untersuchungen	  eine	  Schlüsselrolle	  als	  Protoonkogen	  im	  3q-­‐Bereich	  zukommt.	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5.2	   Funktionelle	   Untersuchungen	   zur	   Rolle	   von	   Sec62	   bei	   der	   Karzinogenese	   von	   Lungen-­‐	   und	  
Schilddrüsentumoren	  
	  
5.2.1	   Rolle	  von	  Sec62	  bei	  der	  Zellmigration	  
	  
5.2.1.1	   Effekt	  der	  RNAi	  basierten	  Reduktion	  und	  durch	  Plasmidtransfektion	   induzierten	  Steigerung	  
des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  auf	  das	  Migrationsverhalten	  von	  Tumorzellen	  
	  
Durch	   Migrations-­‐	   und	   Proliferationsanalysen	   von	   Lungenkarzinomzelllinien	   (A549,	   BC01,	   H1299),	  
Schilddrüsenkarzinomzelllinien	   (BHT101,	   ML1)	   sowie	   einer	   nicht	   neoplastischen	   Zelllinie	   (HEK293)	  
konnte	  gezeigt	  werden,	  dass	  eine	  RNAi-­‐basierte	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  die	  Migrations-­‐
fähigkeit	  der	  Zellen	  deutlich	   reduziert	  bei	  nicht	  eingeschränkter	  Proliferationsfähigkeit	  und	  dass	  eine	  
durch	   Plasmidtransfektion	   induzierte	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   die	   Migrationsfähigkeit	  
von	  Zellen	  deutlich	   stimuliert	   (vgl.	   Kap.	  4.2.2.1).	  Nun	   stellt	   sich	  hinsichtlich	  der	   Interpretation	  dieser	  
Ergebnisse	  die	  Frage	  nach	  einem	  Zusammenhang	  zwischen	  dem	  Prozess	  der	  Zellmigration	  und	  Sec62	  
als	   Transmembranprotein	   des	   ER	   auf	   molekularer	   Basis,	   der	   bisher	   in	   der	   Literatur	   noch	   nicht	  
beschrieben	  wurde.	  	  
Zum	   besseren	   Verständnis	   möglicher	   Ansatzpunkte	   wurden	   die	   molekularen	   Grundlagen	   der	  
Zellmigration	   und	   des	   invasiven	  Wachstums	   von	   Tumorzellen	   nach	   heutigem	   Kenntnisstand	   kurz	   im	  
Einleitungsteil	   dargestellt	   (vgl.	   Kap.	   2.7).	   Bei	   genauer	   Betrachtung	   der	   molekularen	   Grundlagen	   der	  
Zellmigration	  ergeben	  sich	  nun	  mehrere	  Ansatzpunkte,	  wie	  Sec62	  diesen	  Prozess	  beeinflussen	  könnte.	  
Zum	   einen	   spielen	   wie	   im	   Einleitungsteil	   dargestellt	   zahlreiche	   Proteine,	   insbesondere	   auch	  
Transmembranproteine	  wie	   beispielsweise	   Integrine	   eine	   entscheidende	  Rolle	   bei	   der	   Zellmigration.	  	  
Sec62	  könnte	  die	  Synthese	  von	  spezifischen	  Transmembranproteinen	  oder	  sezernierten	  Proteinen	  auf	  
Ebene	  der	  Translokation	  am	  ER	  und	  damit	   ihre	  Funktionalität	  wesentlich	  beeinflussen.	  Zum	  anderen	  
steuert	   wie	   im	   Einleitungsteil	   geschildert	   die	   zelluläre	   Ca2+-­‐Konzentration	   verschiedene	   Prozesse	   im	  
Rahmen	  der	  Zellmigration	  wie	  beispielsweise	  den	  Integrinabbau	  im	  Bereich	  des	  der	  Migrationsrichtung	  
abgewandten	   Zellpols	   sowie	   die	   Myosin	   II-­‐Aktivität	   im	   Bereich	   des	   Führungssaums.	   Da	   wie	   im	  
Ergebnisteil	  dargestellt	  und	  in	  früheren	  Arbeiten	  bereits	  gezeigt	  (Greiner	  et	  al.,	  2010)	  Sec62	  die	  Ca2+-­‐
Homöostase	   am	   ER	   und	   damit	   auch	   die	   zelluläre	   Ca2+-­‐Konzentration	   beeinflusst,	   besteht	   hier	   ein	  
weiterer	   möglicher	   Zusammenhang	   zwischen	   der	   SEC62-­‐Expression	   und	   den	   der	   Zellmigration	   zu	  
Grunde	   liegenden	   Prozessen.	   Eine	   genaue	   Aussage	   über	   die	   Einflussnahme	   von	   Sec62	   auf	   den	  
Migrationsprozess	  sowie	  die	  zugrunde	  liegenden	  molekularen	  Mechanismen	  ist	  allerdings	  bisher	  nicht	  
möglich.	  Dazu	   ist	   zum	  einen	  noch	  zu	  wenig	  über	  die	  physiologische	  Funktion	  von	  Sec62	   in	  humanen	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Zellen	   und	   speziell	   die	   Frage,	   für	   welche	   Gruppe	   von	   Proteinen	   Sec62	   beim	   Proteintrans-­‐
lokationsprozess	  am	  ER	  notwendig	  ist	  bekannt,	  zum	  anderen	  konnten	  erst	  wenige	  Interaktionspartner	  
von	  Sec62	  identifiziert	  werden	  (Meyer	  et	  al.,	  2000),	  so	  dass	  eine	  sichere	  Aussage	  über	  die	  Rolle	  dieses	  
Proteins	  im	  molekularen	  Netzwerk	  der	  Signaltransduktion	  und	  Proteininteraktion	  kaum	  möglich	  ist.	  In	  
diesem	   Zusammenhang	   könnten	   in	   Zukunft	   Untersuchungen	   des	   gesamten	   Proteoms	   von	   Tumoren	  
mit	  gesteigertem	  Sec62-­‐Proteingehalt	   sowie	  von	  Sec62-­‐depletierten	  Zellen	  mittels	  2D-­‐DIGE-­‐Analysen	  
mögliche	   Hinweise	   auf	   durch	   Sec62	   in	   ihrer	   Aktivität	   beeinflusste	   oder	   mit	   Sec62	   interagierende	  
Proteine	  und	  somit	  auch	  auf	  die	  Rolle	  von	  Sec62	  beim	  Prozess	  der	  Zellmigration	  liefern.	  	  
	  
	  
5.2.1.2	   Effekt	  von	  CaM-­‐Antagonisten	  auf	  das	  Migrationsverhalten	  von	  Tumorzellen	  
	  
Durch	   weitere	   Migrations-­‐	   und	   Proliferationsanalysen	   der	   genannten	   Lungen-­‐	   und	   Schilddrüsen-­‐
karzinomzelllinien	   konnte	   gezeigt	   werden,	   dass	   die	   CaM-­‐Antagonisten	   Ophiobolin	   A	   und	   TFP	   die	  
Migrationsfähigkeit	   der	   Zellen	   deutlich	   reduzieren	   bei	   nicht	   beeinflusstem	   Proliferationverhalten,	   so	  
dass	  durch	  die	  Behandlung	  der	  Zellen	  mit	  CaM-­‐Antagonisten	  der	  gleiche	  Phänotyp	  wie	  durch	  eine	  RNAi	  
basierte	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  erzeugt	  werden	  konnte.	  	  
Daher	   stellt	   sich	   zum	   einen	   die	   Frage	   nach	   einem	   möglichen	   Zusammenhang	   zwischen	   der	  
Zellmigration	  und	  der	  Ca2+-­‐Homöostase	  auf	  der	  einen	  und	  einem	  Zusammenhang	  zwischen	  der	  Ca2+-­‐
Homöostase	  und	  den	  beim	  Translokationsprozess	  am	  ER	  beteiligten	  Proteinen	  auf	  der	  anderen	  Seite.	  	  
Verschiedene	  Arbeitsgruppen	  konnten	  dabei	  wie	  bereits	  geschildert	  in	  den	  letzten	  Jahren	  wesentliche	  
Funktionen	   von	   Ca2+	   beim	   Prozess	   der	   Zellmigration	   nachweisen	   (Huang	   et	   al.,	   2004).	   Da	   allerdings	  
eine	   Vielzahl	   zellulärer	   Prozesse	   durch	   die	   Ca2+-­‐Homöostase	   beeinflusst	   wird	   und	   sich	   damit	   eine	  
ebenso	  große	  Zahl	  möglicher	  Zusammenhänge	  mit	  dem	  nicht	  weniger	  komplexen	  Netzwerk	  der	  dem	  
Migrationsprozess	   zu	   Grunde	   liegenden	   Signaltransduktionsmechanismen	   ergibt,	   kann	   zwar	   ein	  
wesentlicher	   Zusammenhang	   zwischen	   der	   zellulären	   Ca2+-­‐Konzentration	   und	   der	   Zellmigration	  
angenommen	   werden,	   jedoch	   erlaubte	   die	   Komplexität	   dieser	   Interaktion	   bisher	   kein	   einheitliches	  
diesen	  Zusammenhang	  beschreibendes	  molekularbiologisches	  Modell.	  	  
Bezogen	  auf	  die	  Frage	  nach	  einem	  möglichen	  Zusammenhang	  zwischen	  der	  Ca2+-­‐Homöostase	  auf	  der	  
einen	  und	  den	  Translokationsprozessen	  am	  ER	  auf	  der	  anderen	  Seite	  konnten	  vor	  kurzem	  molekulare	  
Grundlagen	  eines	  solchen	  Zusammenhangs	  von	  unserer	  Arbeitsgruppe	  aufgedeckt	  werden.	  So	  wurde	  
gezeigt,	   dass	   Sec61,	   die	   Proteintranslokationspore	   des	   ER,	   auch	   als	   Ca2+-­‐Kanal	   fungiert	   und	   damit	  
neben	  anderen	  Kanalproteinen	  der	  ER-­‐Membran	  entscheidend	  die	  Ca2+-­‐Homöostase	  der	  Zelle	  mit	  dem	  
ER	  als	  größten	  intrazellulären	  Ca2+-­‐Speicher	  beeinflusst.	  Dabei	  konnte	  ein	  Efflux	  von	  Ca2+	  in	  das	  Cytosol	  
über	  Sec61	  als	   Ionenkanal	  entsprechend	  des	  Konzentrationsgefälles	  nachgewiesen	  werden	  (Erdmann	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et	   al.,	   2010).	   Somit	   ist	   Sec61	   Teil	   einer	   Gruppe	   von	   Ca2+-­‐Kanälen	   der	   ER-­‐Membran,	   die	   für	   den	  
Ausstrom	   von	   Ca2+	   aus	   dem	   ER-­‐Lumen	   verantwortlich	   und	   somit	   in	   ihrer	   Funktion	   der	   anderer	   ER-­‐
Transmembranproteine	   wie	   der	   SERCA	   hinsichtlich	   der	   Ca2+-­‐Homöostase	   entgegengerichtet	   sind.	  
Zudem	   konnte	   eine	   Interaktion	   zwischen	   der	   cytosolischen	   Domäne	   von	   Sec61	   und	   Ca2+CaM	   durch	  
proteinbiochemische	   Methoden	   nachgewiesen	   werden.	   Durch	   elektrophysiologische	   Methoden	  
konnte	   außerdem	   gezeigt	   werden,	   dass	   ein	   Binden	   von	   Ca2+CaM	   an	   die	   cytosolische	   Domäne	   von	  
Sec61	  den	  Ca2+-­‐Efflux	  über	  Sec61	  als	  Ca2+-­‐Kanal	   im	  Sinne	  eines	  positiven	  Rückkopplungsmechanismus	  
reduziert.	  	  
Nun	   stellt	   sich	   die	   Frage,	   ob	   Sec62	   diesen	   Prozess	   mitbeeinflussen	   kann,	   zum	   einen,	   da	   durch	   die	  
eigenen	   Untersuchungen	   bezogen	   auf	   die	   Migrationsfähigkeit	   von	   Tumorzellen	   ein	   identischer	  
Phänotyp	   durch	   eine	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   durch	   siRNA-­‐Transfektion	   wie	   durch	   die	  
Behandlung	  der	  Zellen	  mit	  CaM-­‐Antagonisten	  hervorgerufen	  werden	  konnte	  und	  zum	  anderen,	  da	  ein	  
gesteigerter	   Ca2+-­‐Efflux	   aus	   dem	   ER	   einen	   entscheidenden	   Prozess	   im	   Rahmen	   eines	   TG-­‐induzierten	  
ER-­‐Stress	  darstellt,	   für	  den	  die	  Zellen	  durch	  Sec62-­‐Depletion	   sensibilisiert	  werden	  konnten	   (vgl.	  Kap.	  
4.2.3.1).	  	  
Ein	   gesicherter	   Zusammenhang	   zwischen	   Sec62	   und	   den	   Regulationsmechanismen	   der	   Ca2+-­‐
Homöostase	  am	  ER	  konnte	  dabei	  bisher	  nicht	  gezeigt	  werden.	  Da	  jedoch	  die	  Primärstruktur	  von	  Sec62	  
nach	   Angaben	   verschiedener	   Proteindatenbanken	   mehrere	   potentielle	   EF-­‐Hände,	   typische	   Primär-­‐
sequenzmotive	   für	   Ca2+-­‐bindende	   Domänen	   in	   Proteinen	   aufweist	   (www.bioinformatics.org/	  
calpred/index.html),	  ergibt	   sich	   somit	  ein	  weiteres	   Indiz	   für	  eine	  mögliche	  Beteiligung	  von	  Sec62	  bei	  
den	   geschilderten	   für	   die	   Ca2+-­‐Homöostase	   am	   ER	   entscheidenden	   Prozessen.	   Zudem	   konnten	   erste	  
Untersuchungen	   der	   Arbeitsgruppe	   zu	   dieser	   Fragestellung	   zeigen,	   dass	   in	   HeLa-­‐Zellen	   eine	   RNAi	  
basierte	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  den	  Ca2+-­‐Efflux	  aus	  dem	  ER	  bei	  TG-­‐Behandlung	  steigert	  
(Greiner	   et	   al.,	   2011).	   Daraus	   wurde	   der	   Schluss	   gezogen,	   dass	   Sec62	   möglicherweise	   eine	  
regulatorische	   Funktion	   auf	   Sec61	   in	   seiner	   Funktion	   als	   Ca2+-­‐Kanal	   ausübt.	   	   Um	   die	   genauen	  
Zusammenhänge	  zwischen	  der	  Ca2+-­‐Homöostase	  am	  ER	  und	  Sec62	  aufklären	  zu	  können	  sind	  allerdings	  
weitergehende	   Untersuchungen	   notwendig.	   Die	   Beeinflussung	   der	   Ca2+-­‐Homöostase	   am	   ER	   scheint	  
jedoch	  eine	  schlüssige	  Erklärung	  zu	  liefern,	  wie	  ein	  variabler	  Sec62-­‐Proteingehalt	  Auswirkungen	  auf	  so	  
unterschiedliche	  zelluläre	  Prozesse	  wie	  die	  Zellmigration,	  ER-­‐Stress,	  UPR	  und	  Apoptose	  zeigen	  kann,	  da	  
all	  diese	  Prozesse	  ebenso	  durch	  die	  zelluläre	  Ca2+-­‐Konzentration	  entscheidend	  beeinflusst	  werden.	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5.2.2	   Rolle	  von	  Sec62	  bei	  ER-­‐Stress	  und	  der	  „unfolded	  protein	  response“	  (UPR)	  	  	  	  
	  
In	   funktionellen	   Untersuchungen	   von	   humanen	   Lungen-­‐,	   Schilddrüsen-­‐,	   Zervix-­‐	   und	  
Prostatakarzinomzellen	  sowie	  den	  nicht	  neoplastischen	  HEK293-­‐Zellen	  wurde	  gezeigt,	  dass	  eine	  RNAi	  
basierte	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   zu	   einer	   Sensibilisierung	   der	   Zellen	   für	   TG-­‐induzierten	  
ER-­‐Stress	   und	   einer	   Abschwächung	   der	   kompensatorischen	   UPR-­‐Induktion	   führt	   (vgl.	   Kap.	   4.2.3.3).	  
Basierend	   auf	   diesen	   Ergebnissen	   sollen	   nun	   mögliche	   Zusammenhänge	   zwischen	   den	   molekularen	  
Grundlagen	  von	  TG-­‐induziertem	  ER-­‐Stress	  sowie	  einer	  kompensatorischen	  UPR-­‐Induktion	  (vgl.	  2.8)	  und	  
der	  Funktion	  von	  Sec62	  in	  der	  Tumorzellbiologie	  diskutiert	  werden.	  
	  
	  
5.2.2.1	   Einfluss	   von	   Thapsigargin-­‐induziertem	   ER-­‐Stress	   auf	   den	   Sec62-­‐Proteingehalt	   von	  
Tumorzellen	  
	  
In	   Zellkulturversuchen	   zur	   Untersuchung	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   bei	   TG-­‐induziertem	   ER-­‐Stress	  
wurde	   gezeigt,	   dass	   der	   zelluläre	   Sec62-­‐Gehalt	   keiner	   durch	   ER-­‐Stress	   gesteuerten	   physiologischen	  
Regulation	  unterliegt	  (vgl.	  4.2.3.2).	  	  
Somit	  scheint	  das	  SEC62-­‐Gen	  nicht	  wie	  beispielsweise	  das	  PERK-­‐	  oder	  ATF6-­‐Gen	  physiologischerweise	  
im	  Rahmen	  einer	  UPR	  als	  Reaktion	  der	  Zelle	  auf	  ER-­‐Stress	  verstärkt	  exprimiert	  zu	  werden,	  auch	  wenn	  
die	   zuvor	   im	   Ergebnisteil	   geschilderten	   Proliferationsversuche	   bei	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐
Proteingehaltes	   durch	   siRNA	   unter	   ER-­‐Stress-­‐Induktion	   durch	   TG	   zeigen	   konnten,	   dass	   ein	   hoher	  
Sec62-­‐Proteingehalt	   einen	   hinsichtlich	   der	   Zellintegrität	   protektiven	   Effekt	   bei	   ER-­‐Stress	   ausübt	   (vgl.	  
4.2.3.1).	  Dieser	  durch	  einen	  hohen	  Sec62-­‐Proteingehalt	  bewirkte	  molekulare	  Schutzmechanismus	  bei	  
ER-­‐Stress	   scheint	   also	   von	   der	   Zelle	   nicht	   unter	   physiologischen	   Bedingungen	   genutzt	   zu	   werden,	  
sondern	  vielmehr	   im	  Rahmen	  einer	   zufälligen	  Amplifikation	  bzw.	  gesteigerten	  Expression	  des	  SEC62-­‐
Gens	   einen	   Proliferationsvorteil	   für	   die	   mutationstragenden	   Zellen	   zu	   bewirken	   und	   damit	   die	  
karzinogene	  Transformation	  zu	  fördern,	  wie	  es	  in	  ähnlicher	  Weise	  auch	  für	  andere	  Protoonkogene	  wie	  
etwa	  das	  EGFR-­‐Gen	  oder	  das	  RAS-­‐Gen	  beschrieben	  wurde	  (Santos	  et	  al.,	  1984).	  
	  
	  
5.2.2.2	   Effekt	   der	   RNAi	   basierten	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   auf	   die	   Zellvitalität	   bei	  
Thapsigargin-­‐induziertem	  ER-­‐Stress	  
	  
Proliferationsanalysen	   von	   Lungen-­‐	   und	   Schilddrüsenkarzinomzellen	   nach	   RNAi	   basierter	   Reduktion	  
des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   und	   Behandlung	   mit	   dem	   SERCA-­‐Inhibitor	   TG	   konnten	   zeigen,	   dass	   ein	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reduzierter	  Sec62-­‐Proteingehalt	  die	  Zellen	  gegenüber	  TG-­‐induziertem	  ER-­‐Stress	  deutlich	  sensibilisiert.	  
In	  Apoptose-­‐/Nekroseassays	  wurde	  zudem	  nachgewiesen,	  dass	  in	  den	  Zellen	  mit	  vermindertem	  Sec62-­‐
Proteingehalt	  durch	  die	  TG-­‐Behandlung	  Apoptoseprozesse	  induziert	  werden	  (vgl.	  Kap.	  4.2.3.1).	  
Experimentell	   wurde	   ER-­‐Stress	   in	   den	   untersuchten	   Zellen	   durch	   eine	   Behandlung	  mit	   TG	   ausgelöst	  
und	   so	   eine	   UPR	   induziert.	   Dabei	   muss	   zur	   Interpretation	   des	   beobachteten	   Effektes	   einer	  
Sensibilisierung	  der	  Zellen	  für	  ER-­‐Stress	  durch	  eine	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  der	  Weg	  der	  
ER-­‐Stress-­‐	  und	  Apoptoseinduktion	  durch	  TG	  näher	  betrachtet	  werden	  (vgl.	  Abb.	  49).	  TG	  führt	  zu	  einer	  
nicht	   kompetitiven	  Hemmung	   der	   SERCA,	   die	   unter	   ATP-­‐Verbrauch	   Ca2+	   aus	   dem	  Cytosol	   in	   das	   ER-­‐
Lumen	   pumpt.	   Da	   durch	   eine	   Vielzahl	   verschiedener	   Ca2+-­‐Effluxkanäle	   wie	   Sec61	   ein	   permanenter	  
Ausstrom	  von	  Ca2+	  aus	  dem	  ER-­‐Lumen	  stattfindet,	  führt	  eine	  Hemmung	  der	  SERCA	  zu	  einer	  Erhöhung	  
der	   cytosolischen	   Ca2+-­‐	   und	   damit	   auch	   Ca2+-­‐CaM-­‐Konzentration.	   Ca2+-­‐CaM	   bindet	   darauf	   an	   die	  
Phosphorylase	  Calcineurin,	  die	  ihrerseits	  zum	  einen	  den	  Transkriptionsfaktor	  NFATc	  und	  zum	  anderen	  
den	  BAD/14-­‐3-­‐3–Komplex	  durch	  eine	  Dephosphorylierung	  aktiviert.	  Der	  aktivierte	  Transkriptionsfaktor	  
NFATc	   wird	   in	   den	   Kern	   transloziert	   und	   aktiviert	   seinerseits	   proapoptotische	   Gene,	   die	   auch	   im	  
Rahmen	  anderer	  Apoptosepathways	  induziert	  werden.	  Durch	  die	  Dephosphorylierung	  des	  BAD/14-­‐3-­‐3-­‐
Komplexes	  löst	  ich	  der	  Inhibitor	  14-­‐3-­‐3	  von	  BAD,	  das	  daraufhin	  in	  die	  äußere	  mitochondriale	  Membran	  
eingebaut	   wird	   und	   eine	   Freisetzung	   von	   Cytochrom	   c	   aus	   dem	   Intermembranärraum	   des	  
Mitochondriums	  induziert.	  Als	  gemeinsame	  Endstrecke	  vieler	  apoptotischer	  Pathways	  bindet	  auch	  bei	  
diesem	   Cytochrom	   c	   an	   Apaf1	  wodurch	   die	   Gruppe	   der	   Effektorcaspasen	   aktiviert	   und	   die	   zelluläre	  
Degradation	  induziert	  wird.	  Da	  wie	  im	  Ergebnisteil	  geschildert	  eine	  RNAi	  basierte	  Reduktion	  des	  Sec62-­‐
Proteingehaltes	   die	   untersuchten	   Tumorzellen	   gegenüber	   TG-­‐induziertem	   ER-­‐Stress	   sensibilisieren	  
konnte	   (vgl.	   Kap.	   4.2.3.1),	   stellt	   sich	   nun	   die	   Frage,	   an	   welcher	   Stelle	   in	   dem	   in	   Abbildung	   49	  
dargestellten	   Prozess	   Sec62	   eingreift.	   Aufgrund	   der	   Tatsache,	   dass	   es	   sich	   bei	   Sec62	   um	   ein	  
Transmembranprotein	   des	   ER	   handelt	   sowie	   basierend	   auf	   ersten	   Untersuchungen	   unserer	  
Arbeitsgruppe	  zur	  Ca2+-­‐Homöostase	  am	  ER	  (Erdmann	  et	  al.,	  2010;	  Greiner	  et	  al.,	  2011)	  greift	  Sec62	  am	  
wahrscheinlichsten	  am	  durch	  TG	  induzierten	  Ca2+-­‐Efflux	  aus	  dem	  ER	  ein.	  Diese	  Annahme	  wird	  bestärkt	  
durch	   Untersuchungen	   an	   Prostatakarzinomzelllinien,	   bei	   denen	   wie	   auch	   bei	   den	  
Lungenkarzinomzelllinien	  beschrieben	  eine	  Verminderung	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  durch	  siRNA	  eine	  
Sensibilisierung	   gegenüber	   TG-­‐induziertem	   ER-­‐Stress	   bewirkte,	   allerdings	   keinen	   Effekt	   auf	  
Tunicamycin	   induzierten	   und	   damit	   nicht	   in	   die	   Ca2+-­‐Homöostase	   eingreifenden	  Weg	   der	   ER-­‐Stress-­‐
Induktion	  hatte	  (Greiner	  et	  al.,	  2010).	  Daher	  scheint	  eine	  Einflussnahme	  von	  Sec62	  auf	  die	  UPR	  über	  
die	   Ca2+-­‐Homöostase	   wahrscheinlich.	   In	   diesem	   Zusammenhang	   konnte	   durch	   die	   elektro-­‐
physiologische	   Methode	   des	   Ca2+-­‐Imaging	   gezeigt	   werden,	   dass	   eine	   RNAi	   basierte	   Reduktion	   des	  
Sec62-­‐Proteingehaltes	   verglichen	   mit	   unbehandelten	   Zellen	   zu	   einer	   Steigerung	   des	   durch	   TG	  
induzierten	  Ca2+-­‐Efflux	  aus	  dem	  ER	  führt	  (Greiner	  et	  al.,	  2011).	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Abb.49:	   Mechanismus	   der	   TG-­‐induzierten	   Apoptose.	   Dargestellt	   sind	   die	   molekularen	   Grundlagen	   der	   über	  
einen	  durch	  TG	  induzierten,	  	   im	  wesentlichen	  durch	  einen	  gesteigerten	  Ca2+-­‐Ausstrom	  aus	  dem	  ER	  getriggerten	  
Apoptoseprozesses.	  Dabei	   ist	  Sec61	   repräsentativ	   für	  die	  große	  Gruppe	  der	  Ca2+-­‐Effluxkanäle	  der	  ER-­‐Membran	  
dargestellt.	  Eine	  eröhte	  zytosolische	  Ca2+CaM-­‐Konzentration	  führt	  zur	  Aktivierung	  der	  Phosphatase	  Calcineurin,	  
die	   zum	   einen	   den	   Transkriptionsfaktor	   NFATc	   dephosphoryliert	   und	   damit	   aktiviert	   und	   zum	   anderen	   das	  
Protein	   BAD	   dephosphoryliert.	   BAD	   löst	   sich	   daraufhin	   von	   seinem	   Inhibitor	   14-­‐3-­‐3,	   aktiviert	   seinerseits	   die	  
michtochondrialen	   Transmembranproteine	   BAX	   und	   BAK	   über	   die	   ein	   Cytochrom-­‐c-­‐Efflux	   aus	   dem	  
Intermembranärraum	  des	  Mitochondriums	  stattfindet.	  Über	  ein	  Binden	  von	  Cytochrom	  c	  an	  Apaf1	  kommt	  es	  zur	  
Aktivierung	  der	  Effektorcaspasen	  und	  damit	  zur	  Einleitung	  der	  Zelldegradation.	  
	  
Auf	  welchen	  molekularen	  Mechanismen	  dieser	  Effekt	  im	  Detail	  beruht,	  konnte	  bisher	  nicht	  aufgeklärt	  
werden.	  Möglicherweise	  nimmt	  Sec62	  eine	  Art	  Sensorfunktion	  für	  die	  zytosolische	  Ca2+-­‐Konzentration	  
ein,	  kann	  durch	  eine	  Ca2+-­‐induzierte	  Konformationsänderung	  mit	  Sec61	  interagieren	  und	  so	  den	  Ca2+-­‐
Efflux	   über	   Sec61	   im	   Sinne	   	   eines	   inhibitorischen	   Rückkopplungsmechanismus	   beeinflussen.	   Darauf	  
deutet	  auch	  das	  Vorhandensein	  mehrerer	  potentieller	  EF-­‐Hand-­‐Motive	  in	  den	  zytosolischen	  Domänen	  
von	  Sec62	  hin	  (www.	  bioinformatics.org/calpred/index.html).	  Sec62	  könnte	  beispielsweise	  durch	  eine	  
Ca2+-­‐induzierte	   Konformationsänderung	   mit	   Sec61	   interagieren,	   ebenfalls	   eine	   Konformations-­‐
änderung	  und	  so	  eine	  Freilegung	  der	  CaM-­‐Interaktionsstelle	  von	  Sec61	  herbeiführen,	  so	  dass	  CaM	  den	  
Ca2+-­‐Efflux	  über	  Sec61	  limitieren	  kann.	  Diese	  Hypothese	  würde	  sowohl	  den	  Effekt	  der	  Sensibilisierung	  
von	   Tumorzellen	   gegenüber	   TG-­‐induziertem	   ER-­‐Stress	   durch	   RNAi	   basierte	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐
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Proteingehaltes	  als	  auch	  die	  elektrophysiologischen	  Daten	  erklären,	  muss	   jedoch	  noch	  durch	  weitere	  
Untersuchungen	  verifiziert	  werden.	  
	  
	  
5.2.2.3	   Effekt	   der	   RNAi	   basierten	   Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   auf	   die	   Induktion	   einer	  
„unfolded	  protein	  response“	  (UPR)	  	  
	  
Kinetische	   Western-­‐Blot-­‐Analysen	   einer	   durch	   ER-­‐Stress	   induzierten	   UPR	   bei	   den	   neoplastischen	  
Zelllinien	   BC01,	   HeLa	   und	   PC3	   sowie	   der	   nicht	   neoplastischen	   HEK293-­‐Zelllinie	   nach	   RNAi	   basierter	  
Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   verglichen	   mit	   Zellen	   mit	   normalem	   Sec62-­‐Gehalt	   konnten	  
zeigen,	   dass	   eine	   Sec62-­‐Depletion	   die	   Fähigkeit	   der	   Zellen	   zur	   UPR-­‐Induktion	   als	   kompensatorische	  
Reaktion	  auf	  ER-­‐Stress	  deutlich	  reduziert	  (vgl.	  Abb.41,	  42,	  43).	  	  
Zusammenfassend	  ergibt	  sich	  daher	  aus	  den	  zuvor	  beschriebenen	  Versuchen	  zur	  Rolle	  von	  Sec62	   im	  
Rahmen	  von	  ER-­‐Stress	  und	  UPR	  ein	  deutlicher	  Hinweis	  auf	  einen	  möglichen	  Nutzen	  eines	  gesteigerten	  
Sec62-­‐Proteingehaltes	   für	   Tumorzellen.	   So	   können	   Zellen	   mit	   hohem	   Sec62-­‐Proteingehalt	   ER-­‐Stress	  
besser	   kompensieren,	   da	   sie	   verglichen	  mit	   nicht	   neoplastischen	   Zellen	   in	   der	   Lage	   sind	   eine	   starke	  
UPR	  zu	  induzieren	  ohne	  in	  Apoptose	  zu	  gehen	  (vgl.	  Abb.	  35/36)	  und	  damit	  eine	  hohe	  Proliferationsrate	  
mit	   der	   Konsequenz	   eines	   permanent	   hohen	   ER-­‐Stress-­‐Levels	   durch	   die	   deutlich	   gesteigerte	  
Proteinsyntheserate	   sowie	  hypoxische	   Stoffwechselbedingungen	   (Feldmann	  et	   al.,	   2005)	   aufrecht	   zu	  
erhalten.	   Daraus	   resultiert	   ein	   für	   Tumorzellen	   charakteristischer	   Proliferationsvorteil	   gegenüber	  
Zellen	  mit	   geringerem	  Sec62-­‐Proteingehalt	  und	  damit	  eine	  Prädisposition	  dieser	   Zellen	   zur	  malignen	  
Entartung.	  	  
Da	   die	   Untersuchungen	   zeigen	   konnten,	   dass	   ein	   hoher	   Sec62-­‐Proteingehalt	   zum	   einen	   einen	  
Proliferationsvorteil	   für	   die	   Tumorzellen	   gegenüber	   gesunden	   Zellen	   der	   Lunge	   bietet	   und	   zum	  
anderen	  von	  entscheidender	  Bedeutung	  für	  die	  Fähigkeit	  der	  Zellen	  zur	  Migration	  und	  damit	  auch	  zur	  
Metastasierung	   ist,	   stellt	   sich	   darauf	   aufbauend	   die	   Frage,	   ob	   aus	   diesen	   Erkenntnissen	   auch	   ein	  
therapeutischer	  Nutzen	  für	  Lungenkarzinompatienten	  gezogen	  werden	  kann.	  Prinzipiell	  wäre	  es	  dabei	  
nach	  neuesten	  Erkenntnissen	  möglich,	  die	   im	  Ergebnisteil	  geschilderten	  Effekte	  einer	  RNAi	  basierten	  
Reduktion	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes,	   d.h.	   eine	   Sensibilisierung	   gegenüber	   TG-­‐induziertem	   ER-­‐Stress	  
und	   eine	   Hemmung	   der	   Migrationsfähigkeit	   der	   Tumorzellen	   in	   ähnlicher	   Weise	   auch	   in	   vivo	   zu	  
erzielen,	   da	   siRNAs	   neben	   anderen	   kleinen	   RNA-­‐Molekülen	   hinsichtlich	   einer	   therapeutischen	  
Anwendung	  derzeit	  intensiv	  untersucht	  werden	  (Christie	  et	  al.,	  2009;	  Jackson	  et	  al.,	  2010;	  Koehn	  et	  al.,	  
2010;	   Schmidt	   2011).	   So	   wäre	   es	   grundsätzlich	   möglich	   Lungentumorpatienten	  mit	   SEC62-­‐siRNA	   zu	  
behandeln,	  um	  eine	  Metastasierung	  der	  Tumorzellen	  verhindern	  und	  die	  Proliferationsrate	  der	  Zellen	  
durch	  eine	  Sensibilisierung	  ggü.	  ER-­‐Stress	  limitieren	  zu	  können.	  Gerade	  bei	  Lungentumoren	  bestünde	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dabei	  die	  Möglichkeit	  einer	  topischen	  Medikamentenapplikation	  in	  Form	  von	  Aerosolen,	  so	  dass	  bisher	  
aufgetretene	   Probleme	   bei	   der	   klinischen	   Anwendung	   kleiner	   RNA-­‐Moleküle	   wie	   die	   ineffiziente	  
Aufnahme	   der	   Moleküle	   aus	   dem	   Blut	   in	   die	   Tumorzellen	   sowie	   die	   bisher	   nicht	   ausreichende	  
Selektivität	  der	  toxischen	  Effekte	  (Bonetta,	  2009)	  umgangen	  werden	  könnten.	  
	  
	  
5.3	   Bedeutung	  von	  Sec62	  im	  Kontext	  der	  molekularen	  Onkologie	  
	  
Schließlich	   stellt	   sich	   nach	   Darstellung	   und	   Diskussion	   der	   Analyse	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	  
Tumorgewebe,	   der	   funktionellen	   Untersuchungen	   zur	   Rolle	   des	   SEC62-­‐Gens	   bei	   den	   Prozessen	   der	  
Tumorentstehung,	   des	   Migrations-­‐	   und	   Metastasierungsverhaltens	   von	   Tumorzellen	   sowie	   der	   im	  
Rahmen	   von	   ER-­‐Stress	   und	   UPR	   ablaufenden	   Prozesse	   die	   Frage,	   wie	   diese	   Erkenntnisse	   in	   den	  
Gesamtkontext	   der	   molekularen	   Karzinogenese	   und	   des	   biologischen	   Verhaltens	   von	   Tumoren	   der	  
Lunge	  und	  der	  Schilddrüse	  einzuordnen	  sind.	  	  
Wie	   bereits	   im	   Einleitungsteil	   erläutert	   hat	   die	   onkologische	   Forschung	   in	   den	   letzten	   Jahren	  
entscheidend	  zur	  Aufklärung	  molekularer	  Grundlagen	  der	  karzinogenen	  Transformation	  körpereigener	  
Zellen,	   zum	   Verständnis	   des	  Migrations-­‐	   und	  Metastasierungsprozesses	   von	   Tumorzellen	   sowie	   der	  
Resistenzentwicklung	   gegenüber	   Chemotherapeutika	   beigetragen.	   Auch	   konnten	   auf	   der	   Basis	  
molekularbiologischer	   und	   biochemischer	   Forschungsarbeiten	   Strategien	   zur	   Prävention,	   Früh-­‐
erkennung	  und	  Therapie	  verschiedener	  Krebsarten	  entwickelt	  werden	  (vgl.	  Kap.	  2.1).	  Dennoch	  bleiben	  
viele	   Fragen	   zur	   Karzinogenese	   und	   den	   Grundlagen	   des	   biologischen	   Verhaltens	   von	   Tumorzellen	  
offen.	   So	   ist	   immer	   noch	   weitgehend	   unverstanden	   wie	   es	   Tumorzellen	   lernen	   invasiv	   in	   Blut-­‐	   und	  
Lymphgefäße	  einzudringen	  und	  dadurch	  Metastasen	  zu	  bilden,	  die	  für	  den	  Großteil	  aller	  Krebstodes-­‐
fälle	   verantwortlich	   sind.	   Ebenso	   wenig	   ist	   bekannt	   über	   die	   Rolle	   des	   Immunsystems	   bei	   der	  
körpereigenen	   Prävention	   und	   aktiven	   Bekämpfung	   bösartiger	   Tumorerkrankungen.	   Und	   obwohl	   in	  
den	   letzten	   Jahren	   viele	   Erkenntnisse	   über	   Signalmoleküle	   und	   deren	   Interaktion	   in	   menschlichen	  
Tumorzellen	  gewonnen	  werden	  konnten,	  fehlt	  eine	  Erklärung,	  wie	  diese	  komplexen	  Signalprozesse	  im	  
Gesamten	  den	  „molekularen	  switch“	  von	  gesunden	  oder	  dysplastischen	  Zellen	  zu	  malignen	  Krebszellen	  
steuern.	  
Letztlich	   kann	   nur	   eine	   weitere	   und	   möglichst	   vollständige	   Identifikation	   und	   funktionelle	  
Charakterisierung	   der	   molekularen	   Puzzleteile	   dieses	   zellulären	   Transformationsprozesses	   zum	  
Verständnis	   der	   biologischen	   Grundlagen	   der	   Krebsentstehung	   im	   Gesamten	   und	   damit	   auch	  
möglichen	  Ansatzpunkten	  für	  neue	  Diagnostik-­‐	  und	  Therapieverfahren	  führen.	   In	  diesem	  Zusammen-­‐
hang	   war	   es	   Ziel	   und	   Anliegen	   der	   in	   dieser	   Arbeit	   dargestellten	   Untersuchungen	   ein	   weiteres	  
Puzzleteil	  dieses	  komplexen	  molekularen	  Netzwerkes	  zu	  identifizieren	  und	  zu	  charakterisieren,	  um	  so	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einen	  Beitrag	  zum	  Verständnis	  der	  molekularen	  Korrelate	  der	  Tumorentstehung	  und	  des	  biologischen	  
Verhaltens	  von	  Tumorzellen	  zu	  leisten.	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7.2	   TNM-­‐Klassifikation	  für	  Lungenkarzinome	  
	  
	  
p	   „staging“	  basiert	  auf	  pathologischen	  Befunden	  
c	   „staging“	  basiert	  auf	  klinischen	  Untersuchungen	  
u	   „staging“	  basiert	  auf	  Ultraschall-­‐Untersuchungen	  
a	   „staging“	  erfolgte	  im	  Rahmen	  der	  Autopsie	  des	  Patienten	  
y	   Stadium	  post	  neoadjuvanter	  Chemo-­‐	  und/oder	  Strahlentherapie	  
r	   es	  handelt	  sich	  um	  ein	  Rezidiv	  einer	  Tumorerkrankung	  
	  
	  
T	  (Tumorausdehnung):	   	  
	   	  
Tx	   Tumorzellen	  im	  bronchopulmonalen	  Sekret,	  Tumor	  aber	  bronchoskopisch	  oder	  
radiologisch	  nicht	  zu	  erfassen	  
T0	   kein	  Primärtumor	  entdeckt	  
T1	   Tumor	  kleiner	  oder	  gleich	  3	  cm	  im	  größten	  Durchmesser,	  allseits	  von	  Lunge	  umgeben	  
	   oder:	  endobronchialer	  Tumor	  proximal	  eines	  Lobärbronchus	  
T2	   Tumor	  größer	  als	  3	  cm	  im	  größten	  Durchmesser	  
	   oder:	  Befall	  der	  viszeralen	  Pleura	  
	   oder:	  Atelektase	  oder	  Obstruktionspneumonie	  in	  weniger	  als	  einer	  Lungenhälfte	  
	   oder:	  lobärer	  endobronchialer	  Tumor	  
	   oder:	  Tumor	  eines	  Hauptbronchus,	  mehr	  als	  2	  cm	  von	  der	  Karina	  entfernt	  
T3	   Tumor	  der	  Lungenspitze	  
oder:	  endobronchialer	  Tumor	  eines	  Hauptbronchus,	  weniger	  als	  2	  cm	  von	  der	  Karina	  	  	  	  	  
entfernt,	  aber	  nicht	  in	  sie	  infiltrierend	  
oder:	  Totalatelektase	  oder	  Obstruktionspneumonie	  der	  gesamten	  Lunge	  
oder:	  Tumor	  jeder	  Größe	  mit	  direktem	  Übergreifen	  auf	  Brustwand,	  Pleura	  
mediastinalis,	  parietales	  Perikard,	  Zwerchfell	  oder	  N.	  phrenicus	  
	   T4	   Tumorausdehnung	  auf	  das	  Mediastinum	  
	   	   oder:	  Tumorausdehnung	  auf	  Herz	  oder	  große	  Gefäße	  
	   	   oder:	  Metastasen	  im	  ipsilateralen	  Lungenlappen	  
	   	   oder:	  homolateraler,	  nicht	  direkter	  Pleurabefall	  
	   	   oder:	  Tumorausdehnung	  auf	  Trachea	  oder	  Karina	  
	   	   oder:	  Tumorausdehnung	  auf	  den	  Wirbelkörper	  	  
	  
	  
N	  (Lymphknotenbefall):	  
	  
	   Nx	   regionäre	  Lymphknoten	  können	  nicht	  beurteilt	  werden	  
	   N0	   keine	  regionären	  Lymphknotenmetastasen	  
N1	   Metastasen	  in	  homolateralen	  hilären	  Lymphknoten	  
	   	   oder:	  Metastasen	  in	  homolateralen	  peribronchialen	  Lymphknoten	  
	   N2	   Metastasen	  in	  homolateralen	  mediastinalen	  Lymphknoten	  
	   	   oder:	  Metastasen	  in	  homolateralen	  subkarinalen	  Lymphknoten	  
N3	   Metastasen	  in	  kontralateralen	  mediastinalen	  Lymphknoten	  von	  paratracheal	  bis	  zum	  
Lig.	  subpulmonale	  	  
	   oder:	  Metastasen	  in	  kontralateralen	  hilären	  Lymphknoten	  
oder:	  Metastasen	  in	  homolateralen	  oder	  kontralateralen	  Skalenus-­‐	  bzw.	  
subklavikulären	  Lymphknoten	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M	  (Fernmetastasen):	  
	   Mx	   Das	  Vorliegen	  von	  Fernmetastasen	  kann	  nicht	  beurteilt	  werden	  
M0	   keine	  Fernmetastasen	  vorhanden	  
M1	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